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AD     Morbus Alzheimer 
ADAM    Disintegrin und Metalloprotease 
AICD    Intrazelluläre Domäne des APP 
Aph-1   Anterior-Pharynx-Defective 1 
APP     Amyloid-Vorläufer-Protein 
APP CTFα    C-terminales APP α-Fragment 
APP CTFβ    C-terminales APP β-Fragment 
APPs    Lösliche APP Ektodomäne 
APS     Ammoniumperoxodisulfat 
Aβ     Amyloid β-Peptid 
ATF6    Aktivierender Transkriptionsfaktor 6 
BACE    β-APP schneidendes Enzym = β-Sekretase 
Bri 2 / 3    Britisches Demenzprotein 2 / 3 
DDM    n-Dodecyl-β-D-maltopyranoside 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraacetat 
ER     Endoplasmatisches Retikulum 
ERAD   ER-abhängige Degradation 
FAD     Familiäre Form des Morbus Alzheimer 
FBD     Familiäre Britische Demenz 
FDD     Familiäre Dänische Demenz 
HEK     Humane embryonale Nierenzellen 
HLA    Humane Leukozyten-Antigene 
ICD    Intrazelluläres Fragment 
IP     Immunopräzipitation 
kDa     Kilodalton 
MALDI   Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation 
NTF    N-terminales Fragment 
PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS     Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 
PCR     Polymerasekettenreaktion 
Pen-2    Presenilin-Enhancer 2 
PS     Presenilin 
PS CTF    C-terminales Fragment von Presenilin 
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PS NTF    N-terminales Fragment von Presenilin 
RIP     Regulierte Intramembranproteolyse 
S1P     Site-1-Protease 
S2P     Site-2-Protease 
SCAM   Scanning Cysteine Mutagenesis 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
SPP     Signal-Peptid-Peptidase 
SPPL    SPP-ähnliche Homologe 
SREBP    Sterol-Response-Element-Binding-Protein 
TBST    Trisgepufferte Kochsalzlösung mit Tween 20 
TEMED   N,N,N ́,N ́-Tetramethylethylendiamin 
TMD    Transmembrandomäne 
TNFα    Tumornekrosefaktor-α 
TNFα NTF   N-terminales Fragment von TNFα 
TNFα ICD   Intrazelluläre Domäne von TNFα 
TOF    Time of Flight (= Flugzeitanalysator) 
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
WB    Western Blot 
wt    Wildtyp 
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Die regulierte Intramembranproteolyse (RIP) ist ein von Bakterien bis hin zum 
Menschen konservierter, biochemischer Mechanismus, der sich im 
Allgemeinen zunächst durch die Abspaltung der extrazellulären Ektodomäne 
eines Transmembranproteins vollzieht, gefolgt von der eigentlichen 
Intramembranproteolyse des membranständigen Fragmentes. Dieser zweite 
Schritt wird durch eine Intramembranprotease aus den drei Klassen der S2P-, 
der Rhomboid- oder der GxGD-Intramembranproteasen katalysiert. 
Die freigesetzten Schnittprodukte der RIP können wiederum an elementaren 
physiologischen Prozessen wie der Zell-Zell-Kommunikation oder der 
Zelldifferenzierung beteiligt sein. Hierbei kommen den Schnittprodukten zum 
Teil extrazelluläre Signalfunktionen oder Beteiligungen an intrazellulären 
Signaltransduktionsvorgängen zu. 
Allen voran die γ-Sekretase als Vertreter der GxGD-Proteasen ist Gegenstand 
intensiver medizinischer Forschung, da ihre Prozessierung von APP ein 
mögliches drug target zur Reduktion von neurotoxischen Aβ-Peptiden in der 
Prävention und Behandlung des Morbus Alzheimer darstellt. Neben den 
Presenilinen, der katalytisch aktiven Untereinheit der γ-Sekretase, existieren 
auch homologe Proteasen der SPP/SPPL-Familie, wobei die Sequenzmotive 
YD, GxGD und PAL in allen GxGD-Proteasen konserviert sind. Ein genaues 
Verständnis der Proteolysemechanismen dieser GxGD-Proteasen ist 
unabdingbar, um durch die Entwicklung möglichst spezifischer γ-Sekretase-
Inhibitoren oder -Modulatoren potentielle Kreuzreaktionen einer 
Pharmakotherapie mit den homologen SPP/SPPL-Proteasen zu minimieren. 
Aufgrund seiner sehr ähnlichen subzellulären Lokalisation sowie Expression 
im Zentralnervensystem ist insbesondere die Untersuchung des sequentiellen 
Proteolysemechanismus von SPPL2b im Vergleich zur γ-Sekretase essentiell. 
Bei dem als erstes identifizierten SPPL2b-Substrat TNFα handelt es sich um 
ein Typ-2-Transmembranprotein, dessen Ektodomäne durch ADAM-17 
abgespalten wird. Das membranverankerte N-terminale Fragment (TNFα NTF) 
stellt das direkte Substrat der Intramembranproteolyse durch SPPL2b dar, 
wobei intrazelluläre Fragmente (TNFα ICDs) und extrazelluläre C-Peptide 
freigesetzt werden. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Bedeutung des 
konservierten PAL-Motivs für den Proteolysemechanismus von SPPL2b 
hinsichtlich der Umsetzung seines Substrates TNFα charakterisiert: hierzu 
wurden zunächst die bestehenden Analysemethoden zur Untersuchung der 
SPPL2b-abhängigen Intramembranproteolyse von TNFα weiterentwickelt, um 
eine sensitive und robuste Detektion der TNFα ICDs und C-Peptide zu 
ermöglichen. Die in vitro time-course Analyse erlaubt sowohl die 
Quantifizierung der zeitabhängigen Umsetzung des direkten Substrates TNFα 
NTF als auch die Untersuchung der zeitabhängigen TNFα ICD-Konversion, 
wobei hier erstmals bis dahin unbekannte ICD-Spezies im Western Blot 
nachgewiesen wurden. Darüber hinaus ermöglicht die Weiterentwicklung der 
Probenvorbereitung eine sensitivere Untersuchung der TNFα Schnittprodukte 
mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie. Hierbei wurden erstmals 
massenspektrometrisch palmitoylierte TNFα ICD-Spezies sowie eine Reihe 
weiterer, bislang nicht identifizierter TNFα C-Peptide als neuartige 
Schnittprodukte der SPPL2b-abhängigen Intramembranproteolyse von TNFα 
detektiert. 
Über die Anwendung der weiterentwickelten Analysemethoden auf die 
SPPL2b-abhängige Intramembranproteolyse von TNFα gelang der Nachweis, 
dass das konservierte PAL-Motiv in SPPL2b essentiell für die Proteolyse von 
TNFα sowie für die zeitabhängige TNFα ICD-Konversion ist. Mittels 
zielgerichteter Mutagenese wurde darüber hinaus gezeigt, dass die 
funktionellen Anforderungen an die Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs 
zwischen SPPL2b und der γ-Sekretase weitgehend identisch sind. Die 
experimentellen Befunde könnten zudem hinweisend sein auf die Lokalisation 
des lateralen Substratzuganges der GxGD-Proteasen. 
Anhand der vorliegenden Daten wird eine vergleichende Diskussion der 
Beteiligung des PAL-Motivs am sequentiellen Proteolysemechanismus von     
γ-Sekretase und SPPL2b möglich und schafft eine wichtige Grundlage für die 
Entwicklung von möglichst spezifischen γ-Sekretase-Inhibitoren oder               
-Modulatoren zur Pharmakotherapie des Morbus Alzheimer. 
  




Regulated intramembrane proteolysis (RIP) is a biochemical mechanism, 
conserved from bacteria to human, which is generally initiated by ectodomain 
shedding of transmembrane proteins, followed by the actual intramembrane 
proteolysis of the membrane-retained fragments. This second cleavage is 
catalyzed by one member of the three distinct classes of S2P-, Rhomboid- and 
GxGD-type intramembrane proteases. 
Upon its liberation RIP products can participate in fundamental physiological 
processes, such as cell-cell communication and cell differentiation. Here, RIP 
products can take over extracellular signalling functions or are involved in 
intracellular signal transduction cascades. 
Especially γ-secretase, a GxGD-type intramembrane protease, is a main target 
for pharmaceutical research, as γ-secretase mediated APP processing 
represents a potential drug target for lowering the levels of neurotoxic Aβ 
peptides during prevention and treatment of Alzheimer’s disease. Besides 
presenilin, the catalytically active subunit of γ-secretase, the homologous 
SPP/SPPL proteases exist, which all share the highly conserved YD, GxGD and 
PAL sequence motifs. A precise understanding of the underlying cleavage 
mechanisms of the individual GxGD-type intramembrane proteases is 
indispensable for the development of highly specific γ-secretase inhibitors or 
modulators, in order to minimize potential cross reactions of pharmacological 
therapies with the homologous SPP/SPPL proteases. Due to its highly similar 
subcellular localisation and expression pattern in the brain, analyzing the 
sequential cleavage mechanism of SPPL2b in comparison to γ-secretase is 
absolutely essential. The first identified SPPL2b substrate is TNFα, a type 2 
membrane protein whose ectodomain is shedded by ADAM-17. The 
membrane-retained N-terminal fragment (TNFα NTF) constitutes the direct 
substrate for SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis, leading to the 
liberation of intracellular fragments (TNFα ICDs) as well as extracellular         
C-peptide species. 
In the present study the functional relevance of the conserved PAL motif for 
the cleavage mechanism of SPPL2b was characterized with respect to its 
substrate TNFα: at first, analytical methods for the study of SPPL2b-dependent 
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intramembrane proteolysis of TNFα were further optimized, in order to allow 
sensitive and robust detection of TNFα ICDs and C-peptides. The in vitro time-
course analysis allows quantification of the time-dependent turnover of the 
direct substrate TNFα NTF as well as the study of the time-dependent TNFα 
ICD conversion. Here, for the first time, additional, so far unknown ICD species 
were detected via Western Blot analysis. In addition, the sample preparation 
for MALDI-TOF mass spectrometry was further developed, allowing the 
sensitive detection of TNFα cleavage products. Thereby palmitoylated TNFα 
ICDs as well as additional, previously unknown TNFα C-peptides were, for the 
first time, detected by mass spectrometry as novel cleavage products of 
SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis of TNFα. 
By applying these advanced analytical methods to the SPPL2b-dependent 
intramembrane proteolysis of TNFα, the conserved PAL motif of SPPL2b was 
shown to be essential for TNFα proteolysis as well as the time-dependent 
TNFα ICD conversion. Via site-directed mutagenesis it was further shown that 
the functional requirements of the PAL motif amino acid side chains are widely 
identical between SPPL2b and γ-secretase. Additionally, there is biochemical 
evidence that might be suggestive of the localization of the lateral substrate 
gate in GxGD-type intramembrane proteases. 
The present data allows for a comparative discussion of the involvement of the 
PAL motif with respect to the sequential cleavage mechanisms of both             
γ-secretase and SPPL2b, thus establishing a basis for the development of 
highly specific γ-secretase inhibitors or modulators for the pharmacotherapy of 
Alzheimer’s disease. 
  




1.1 Regulierte Intramembranproteolyse 
 
Die intakte Proteostase, die Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase 
sämtlicher Proteine, ist essentiell für eine funktionale Zellbiologie sowie für 
eine korrekte Entwicklung multizellulärer Organismen und 
Krankheitsprävention (Balch et al., 2008). Gleichzeitig stellt die 
Proteinbiosynthese einen äußerst energieaufwändigen, zellbiologischen 
Prozess dar (Buttgereit und Brand, 1995); somit kommt insbesondere der 
Regulierung des Proteinumsatzes, einschließlich der Regulierung des 
Umsatzes der Transmembranproteine, eine besondere Bedeutung zu. Bei der 
regulierten Intramembranproteolyse handelt es sich um einen von Bakterien 
bis hin zum Menschen konservierten biochemischen Mechanismus, der für 
zahlreiche biologische Prozesse wie die Zell-Zell-Kommunikation oder die 
Zelldifferenzierung unverzichtbar ist (Brown et al., 2000). 
 
 
1.1.1 Konzept der regulierten Intramembranproteolyse 
 
Die regulierte Intramembranproteolyse (RIP) vollzieht sich im Allgemeinen 
durch zwei konsekutive, proteolytische Schritte, die eine kontrollierte 
Umsetzung von Transmembranproteinen erlauben (Abb. 1.1): 
In einem ersten Schritt wird zunächst die luminale bzw. extrazelluläre 
Ektodomäne eines Transmembranproteins abgespalten und entsprechend in 
endolysosomalen Kompartimenten abgebaut respektive sezerniert, weithin 
auch als „Ectodomain Shedding“ bezeichnet (Schlöndorff und Blobel, 1999). 
Das Ectodomain Shedding stellt damit gleichzeitig den eigentlich 
regulierenden Schritt innerhalb der regulierten Intramembranproteolyse dar, 
da Volllängenproteine in aller Regel keine oder nur schlechte Substrate für die 
nachfolgende Intramembranproteolyse darstellen (Ausnahme siehe 1.1.3).     
In einem zweiten Schritt wird der membranständige Rest des 
Transmembranproteins der eigentlichen Intramembranproteolyse zugeführt, 
wobei das Protein innerhalb der Transmembrandomäne (TMD) gespalten 
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wird. Hieraus resultieren sowohl ein intrazelluläres (ICD) als auch ein weiteres 
extrazelluläres Fragment, welche entsprechend freigesetzt werden (Abb. 1.1). 
Diese Peptide können im Einzelfall wiederum an der Signaltransduktion oder 
anderen Signalfunktionen partizipieren (Wolfe und Kopan, 2004). 
 
Die Existenz solch eines biochemischen Mechanismus wurde ursprünglich 
lange Zeit abgelehnt, da für die Intramembranproteolyse zwingend ein H2O-
Molekül in die hydrophobe Membranebene eindringen müsste. Erst die 
Studien zur Freisetzung des Morbus Alzheimer-assoziierten Amyloid              
β-Peptids (Aβ) konnten zeigen, dass unter physiologischen Bedingungen in 
Zellkultur entsprechende Peptide produziert werden (Haass et al., 1992). 
Zudem geben neuere Strukturanalysen von einzelnen Intramembranproteasen 
mittlerweile erste Einblicke, auf welche Weise H2O-Moleküle an den Ort der 
Proteolyse innerhalb der hydrophoben Membranebene gelangen können 
(Urban und Shi, 2008) (siehe 1.1.2.2ff). 
 
Abb. 1.1 Regulierte Intramembranproteolyse (RIP) 
Der erste Schritt der RIP vollzieht sich durch Abspaltung der luminalen bzw. 
extrazellulären Ektodomäne eines Transmembranproteins (Ectodomain Shedding). 
Der membranständige Rest des Transmembranproteins wird in einem zweiten 
Schritt innerhalb der Transmembrandomäne gespalten (Intramembranproteolyse), 
wodurch je ein extrazelluläres (ECD) und ein intrazelluläres Fragment (ICD) 
freigesetzt werden. Nach (Fluhrer et al., 2009). 













Die Klassifizierung und Systematik der Intramembranproteasen erfolgt nach 
ihrer jeweiligen nucleophilen Gruppe (Tab. 1.1):  
So unterteilt man in S2P bzw. die S2P-Familie als Vertreter der Intramembran-
Metalloproteasen, die Rhomboide als Vertreter der Intramembran-








Gemein ist allen bis dato identifizierten Intramembranproteasen, dass es sich 
ausnahmslos um polytope Transmembranproteine mit mehreren 
Transmembrandomänen handelt. Die teils erheblichen biochemischen und 
physiologischen Unterschiede innerhalb sowie zwischen diesen distinkten 
Klassen von Intramembranproteasen werden nachfolgend beleuchtet. 
 
 
1.1.2 Regulierte Intramembranproteolyse durch S2P 
 
Bei der S2P-Familie, der ersten etablierten Intramembranprotease, handelt    
es sich um die Vertreter der Intramembran-Metalloproteasen (Rawson et al., 
1997). Ein konserviertes HExxH-Motiv ist im Falle der S2Ps verantwortlich    
für die Komplexierung eines Zink2+-Iones (Urban und Shi, 2008). Die S2P-
Familie ist von Bakterien bis hin zum Menschen konserviert, wobei es sich bei 
humanem S2P um ein polytopes Transmembranprotein mit 519 Aminosäuren 
handelt. Für Eukaryoten gut etabliert ist die biologische Funktion von S2Ps 
hinsichtlich der „ER stress response“ sowie der Regulation des 
Lipidmetabolismus (Brown et al., 2000). 
 
Familie: Klassifikation: Nucleophile Gruppe: 
S2P Intramembran-Metalloproteasen Zink 
Rhomboide Intramembran-Serinproteasen Serin 
GxGD-Proteasen Intramembran-Aspartylproteasen Aspartat 
Tab. 1.1 Klassifikation der Intramembranproteasen 
Die Klassifikation der Intramembranprotease-Familien erfolgt nach der jeweiligen 
nucleophilen Gruppe im aktiven Zentrum. 
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1.1.2.1 Physiologie der S2P-Proteasen 
 
Zelluläre Stressbedingungen wie erhöhte Temperatur oder eine    
Akkumulation fehlgefalteter Proteine führen zu einem erhöhten Chaperon-
Bedarf im endoplasmatischen Retikulum (ER). Ein ER-ständiges Chaperon BiP 
bindet an den membranständigen Transkriptionsfaktor ATF6 und dissoziiert 
unter ER-Stressbedingungen ab (Shen et al., 2005) (Abb. 1.2). Dabei kommt es 
zur Demaskierung von ATF6-Lokalisierungssignalen, woraufhin ATF6 zum 
Golgi-Apparat transportiert wird (Shen et al., 2002). ATF6 durchläuft hier 
zunächst das Ectodomain Shedding durch S1P (Site-1-Protease), danach 
vollzieht S2P (Site-2-Protease) die Intramembranproteolyse (Shen und Prywes, 




































Abb. 1.2 ER stress response durch S2P-abhängige RIP von ATF6 
Unter ER-Stressbedingungen dissoziiert das ER-ständige Chaperon BiP vom 
membranständigen Transkriptionsfaktor ATF6. Dies erlaubt den Transport zum 
Golgi-Apparat, wo ATF6 die RIP durch S1P und S2P durchläuft. Die freigesetzte 
ATF6 ICD induziert nach Translokation in den Nukleus die Expression ER-Stress-
relevanter Proteine. Nach (Zhang et al., 2006). 
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ATF6-Domäne (ATF6 ICD), welche nach Translokation in den Nukleus die 
Expression ER-Stress-relevanter Proteine induziert (Abb. 1.2). Diese zelluläre 
Stressantwort wird als ER stress response bezeichnet. Zahlreiche weitere 
Substrate für die S2P-abhängige RIP sind ebenfalls an der Regulation der ER 
stress response beteiligt (Kondo et al., 2007; Stirling und O'hare, 2006; Zhang 
et al., 2006; Eleveld-Trancikova et al., 2010; Murakami et al., 2006). 
 
Auch die Regulation des Lipidmetabolismus beruht zumindest teilweise auf 
der S2P-abhängigen RIP (Brown und Goldstein, 1999). Ein Absinken der 
Cholesterin-Konzentration innerhalb der ER-Membran erlaubt den Transport 
des polytopen Sterol-Response-Element-Binding-Protein (SREBP) vom ER hin 
zum Golgi-Apparat (Radhakrishnan et al., 2008), wo nach S1P-vermittelter 
Abspaltung der ersten TMD ein direktes Substrat für die 
Intramembranproteolyse durch S2P entsteht (Sakai et al., 1998; Duncan et al., 
1997). Die dadurch freigesetzte N-terminale SREBP ICD induziert nach 
Translokation in den Nukleus die Expression von Lipidmetabolismus-
relevanten Genen wie z.B. der HMG-CoA Reduktase (Brown und Goldstein, 
1999). 
 
1.1.2.2 Struktur der S2P-Proteasen 
 
Während bis dato noch keine Strukturinformationen von eukaryotischen S2Ps 
existieren, konnte mittels Röntgenstrukturanalyse die Kristallstruktur von S2P 
aus Methanocaldococcus jannaschii (mjS2P), einem Archaeon, mit einer 
Auflösung von 3.3 Angström bestimmt werden (Feng et al., 2007) (Abb. 1.3). 
Zwar wurde zur Kristallisation von mjS2P nur ein N-terminales Fragment 
verwendet, allerdings zeigte dies dennoch proteolytische Aktivität. Das 
Fragment besteht aus drei hoch konservierten TMDs, welche gemeinsam das 
strukturelle Grundgerüst der S2Ps bilden und gleichsam das katalytische 
Zentrum inklusive HExxH-Motiv in TMD 2 beherbergen (Feng et al., 2007). 
Gemeinsam mit dem koordinierten Zink2+-Ion kommt so das aktive Zentrum 
innerhalb der hydrophoben Membranebene zu liegen.  
Das aktive Zentrum von mjS2P ist hydratisiert, außerdem existiert ein Wasser-
permeabler Kanal ausgehend von der zytoplasmatischen Membranseite (Feng 


















Moleküle, einer zwingenden Voraussetzung für jede Form der Proteolyse 
(Urban und Shi, 2008). 
 
1.1.2.3 Substratanforderungen der S2P-Proteasen 
 
Bezüglich der Substratanforderungen an die S2P-abhängige RIP wurde bisher 
für alle Substrate das Ectodomain Shedding bzw. die Abspaltung einer TMD 
aus einem polytopen Vorläuferprotein mittels S1P als Voraussetzung für die 
S2P-abhängige Intramembranproteolyse beschrieben. Im Folgenden werden 
beide Prozesse vereinfachend als Ectodomain Shedding bezeichnet. Ein RxxL-
Motiv wurde hierbei als Erkennungssequenz für den S1P-Schnitt identifiziert 
(Duncan et al., 1997). Darüber hinaus besteht eine negative Korrelation 
zwischen der Länge der extrazellulären Domäne und der Effizienz der 
Intramembranproteolyse durch S2P (Shen und Prywes, 2004). Bis dato wurden 
exklusiv Typ-2-Transmembranproteine bzw. abgespaltene TMDs in Typ-2-
Orientierung als direkte Substrate der S2P-abhängigen RIP beschrieben. In 
diesem Zusammenhang scheint die Topologie bzw. die Orientierung der 
Substrate zum aktiven Zentrum der Protease entscheidend zu sein. Des 
Weiteren wurde im Falle des Substrates SREBP gezeigt, dass zwei zentral 
gelegene Aminosäuren innerhalb der N-terminalen TMD von SREBP für die 
Structure of a Site-2 Protease
Family Intramembrane Metalloprotease
Liang Feng,1* Hanchi Yan,1* Zhuoru Wu,1* Nieng Yan,1 Zhe Wang,2
Philip D. Jeffrey,1 Yigong Shi1†
AUTHORS’ SUMMARY
An unusual signaling mechanism involves the cleavage of atransmembrane protein within the lipid membrane bilayer.Cleavage is accomplished by a membrane-embedded protease
enzyme (1), so this process is called regulated intramembrane
proteolysis (RIP) and is used by organisms from bacteria to humans.
The first RIP system to be molecularly characterized was the cleavage
of the membrane-anchored transcription factor SREBP (sterol regu-
latory element–binding protein) by a metalloprotease known as site-2
protease (S2P) (2). This cleavage releases a transcription factor, which
translocates into the nucleus of the cell and activates genes involved in
synthesis and uptake of cholesterol and fatty acids. How S2P cleaves a
protein embedded within the lipid bilayer has been enigmatic. Cleavage
of a protein requires water molecules. How does water gain access to the
buried active site of S2P? Is the metal ion cofactor that is required for
catalysis exposed to the lipid environment? If not, how can a substrate
protein get into the active site? Finally, what does an S2P protease look
like, and how does the structure support its function? Our study of the
S2P protein provides clues for the answers to all these questions.
X-ray crystallography is a powerful approach for elucidation of the
detailed three-dimensional structure of macromolecules. A prerequisite
is generation of crystals that are sufficiently ordered and large enough
to produce useful x-ray diffraction data—a daunting challenge for mem-
brane proteins. We were able to crystallize the S2P protein from the
archaebacterial species Methanocaldococcus jannaschii by including the
detergent decyl-b-D-maltopyranoside. To improve the ability of these
crystals to diffract x-rays, we incorporated two additional detergents
into the crystallization buffer. The structure was determined with multi-
wavelength anomalous dispersion.
S2P has six transmembrane segments, TM1 through TM6 (see the
figure). The catalytic zinc atom is located ~14 Å from the lipid membrane
surface. Zinc is coordinated by three amino acids, His54 and His58 in
TM2, and Asp148 in TM3, which are highly conserved in all S2P
proteins. TM2 and TM4 are stabilized by TM3, and together, these three
segments constitute a core domain of S2P (green). Amino acid se-
quences for TM2–4 are similar in S2P proteins from other species,
which suggests that they have a similar structure and a conserved
active-site conformation. In the crystals, two molecules of S2P are
contained in one asymmetric unit, the minimal element that can be built
into an entire crystal. The two molecules exist in different conforma-
tions (see the figure). Although the conformations of the core domain
are identical, the other TM segments are quite different; TM1 and TM6
are 10 to 12 Å farther apart in one S2P molecule than in the other. The
conformational difference has a direct consequence: The active site is
accessible only in the S2P molecule in which TM1 and TM6 are farther
apart. Hence, these two conformations likely represent the open and
closed states of S2P. In the open state, the cleft between TM1 and TM6
can accommodate a peptide in an extended conformation. Thus, we
propose that, to be properly positioned for cleavage, the peptide gains
access to the active site of S2P through the lateral movement of TM1
and TM6. In the closed state, water molecules can get to the zinc in the
active site through a hydrophilic channel that opens to the cytoplasmic
side of the lipid membrane.
Although our structure suggests how the substrate peptide may get
to the active site, further insight must await biochemical experiments.
Given the flexibility of TM1, TM5, and TM6, can substrate enter the
active site between TM1 and TM2 or between TM6 and the core
domain? Although these possibilities cannot be ruled out, they are not
supported by available sequence or structural information. Nonetheless,
crystals of S2P were generated in the presence of detergents, rather
than membrane lipid. Consequently, the influence of detergents on the
structure remains to be characterized.
Despite these caveats, the structure of S2P serves as a framework
for understanding the function of intramembrane metalloproteases. The
sequence conservation among S2P family members suggests that the
active site is in a similar position throughout the family. In contrast,
substrate proteins are cleaved at different positions along their putative
transmembrane helices. This suggests that, before cleavage, SP2 must
recognize a specific sequence in the substrate to appropriately position
the cleavage site. Such recognition does not necessarily occur within
the lipid bilayer, as is the case for human S2P and its homolog in
Bacillus subtilis.
In addition to the S2P family, there are three additional families of
intramembrane proteases: serine protease rhomboid, aspartate protease
presenilin, and signal peptide peptidase. The mechanisms of water entry
and substrate access appear to be sim lar etween S2P nd rhomboid,
the only other intramembrane protease for which structural information
is available. It remains to be seen whether such mechanisms also apply
to the aspartate proteases.
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TM1 TM2-TM-4TM6 TM5
Closed Open
Closed and open conformations of an S2P metalloprotease, which cleaves
its protein substrates within the cell membrane. Substrate peptide is pro-
posed to gain access to the catalytic zinc atom (red sphere) only in the open
conformation.
















































T D 1 T D 6 T D 5 T D 2 & 4 
geschlossen off  
Abb. 1.3 Struktur von mjS2P 
Röntgenstrukturanalyse von S2P aus Methanocaldococcus jannaschii (mjS2P), in 
geschlossener und offener Konformation. Das katalytische Zink-Atom ist als rote 
Kugel hervorgehoben. Nach (Feng et al., 2007). 
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S2P-abhängige Intramembranproteolyse wichtig sind (Ye et al., 2000). 
Zusätzlich erfolgt eine physiologische Regulation der S2P-abhängigen RIP 
über die Kolokalisation von S2P und Substrat, wie am Beispiel von ATF6 oder 
SREBP ersichtlich. Sowohl ATF6 als auch SREBP müssen auf einen Stimulus 
hin zunächst den Golgi-Apparat erreichen, bevor sie als Substrate für S1P und 
S2P zur Verfügung stehen (Shen et al., 2002; Radhakrishnan et al., 2008). 
 
 
1.1.3 Intramembranproteolyse durch Rhomboid-Proteasen 
 
Rhomboide sind die Vertreter der Intramembran-Serinproteasen, einer 
ebenfalls von Bakterien bis hin zum Menschen konservierten Familie von 
Intramembranproteasen (Lemberg und Freeman, 2007a). 
 
1.1.3.1 Physiologie der Rhomboid-Proteasen 
 
Als Begründer der Rhomboid-Proteasen wurde das Drosophila rhomboid-1 
identifiziert (Urban et al., 2001). Eine Mutation im rhomboid-Gen von 
Drosophila melanogaster bewirkt eine rautenförmige Deformität im 
Kopfbereich (Mayer und Nusslein-Volhard, 1988). Dieser Phänotyp birgt 
deutliche Ähnlichkeit zu dem Knockout von Spitz, einem Epidermalen 
Wachstumsfaktor (EGF). Es stellte sich in der Folge heraus, dass Drosophila 
rhomboid-1 über die Intramembranproteolyse von Spitz ein Hauptregulator 
der EGF-abhängigen Signaltransduktion ist (Lee et al., 2001) (Abb. 1.4).  
Nebst Spitz unterliegen darüber hinaus auch die Drosophila 
Wachstumsfaktoren Gurken und Keren der Rhomboid-abhängigen 
Intramembranproteolyse (Urban et al., 2002). 
 
In Säugern sind momentan 5 unterschiedliche Rhomboid-Proteasen bekannt, 
wobei sich deren subzelluläre Lokalisationen über sämtliche sekretorischen 
Kompartimente sowie die mitochondriale Innenmembran erstrecken (Lemberg 
und Freeman, 2007b). Für drei dieser 5 Rhomboid-Proteasen sind diverse 
Substrate bekannt, wodurch die Rhomboid-abhängige Intramembran-
proteolyse physiologisch wichtige Regulationsfunktionen übernimmt, wie 
beispielsweise die Fusion von Mitochondrien oder die Initiation der Apoptose 




























1.1.3.2 Struktur der Rhomboid-Proteasen 
 
Die Röntgenstrukturanalyse von Rhomboiden gelang anhand der bakteriellen 
Rhomboid-Protease GlpG aus Escherichia coli bzw. Haemophilus influenzae 
(Wang et al., 2006b; Wu et al., 2006; Ben-Shem et al., 2007; Lemieux et al., 
2007). Wie im Falle von S2P ist auch das aktive Zentrum des Rhomboids GlpG 
mit seinen katalytisch aktiven Resten innerhalb der hydrophoben 
Membranebene lokalisiert (Wang et al., 2006b) (Abb. 1.5).  
Hier handelt es sich um eine katalytische Diade eines Serin- sowie eines 
Histidin-Restes. Das aktive Zentrum mitsamt diesen beiden Aminosäure-
Resten kommt innerhalb eines strukturellen Grundgerüstes aus 6 TMDs zu 
liegen (Abb. 1.5). Dabei wird das Serin von TMD 4 und das katalytische 
Histidin von TMD 6 gestellt, wobei die stabile Interaktion dieser beiden TMDs 
durch ein GxxxG Helixdimerisierungs-Motiv in TMD 6 sichergestellt wird 
(Wang et al., 2006b).  
Auch bei diesem Rhomboid-Vertreter findet sich, wie bei S2P, eine Wasser-
permeable Aussparung, die den Zugang von H2O-Molekülen zum aktiven 
Zentrum erklärt (Urban und Shi, 2008). 
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Proteases comprise about 2% of human genes
and are the largest class of enzymes in most
eukaryotes. They are also some of the best
understood: For example, the serine protease
chymotrypsin was one of the first enzymes
whose crystal structure was solved to illumi-
nate its catalytic mechanism (54). Although
initially seen as purely degradation enzymes,
it has become clear that proteases also control
many processes including, for example, blood
clotting, apoptosis, and signaling; in fact, they
are particularly potent regulators because the
reaction they catalyze is essentially irreversible.
Because of their central role in many aspects
of biological control, proteases have become
important drug targets in a range of therapeutic
contexts (78). The newest and most unex-
pected class of proteases to be discovered are
the intramembrane proteases (13). These reside
within cellular membranes and their active sites
are buried within the transmembrane domains
(TMD), where they cleave in, or immediately
adjacent to, transmembrane domains of their











Drosophila Rhomboid-1. Rhomboid-1 (blue) was the first member of the
rhomboid family to be identified as an intramembrane serine protease. Its
active site lies within the lipid bilayer and it cleaves the substrate Spitz ( green)
within the transmembrane domain. A serine and a histidine residue form the
catalytic dyad.
from membrane proteins. This release of pro-
tein domains from membrane sequestration is
a particularly powerful control mechanism, and
the number of processes known to be depen-
dent on intramembrane proteolysis is growing
fast. Four classes of intramembrane proteases
have been discovered: metalloproteases, ex-
emplified by the site-2 protease family (2, 22,
66); aspartyl proteases, of which there are two
classes, gamma secretases and the signal peptide
peptidase-like family (19, 26, 31, 60, 89, 90);
and the rhomboid-like family, which are serine
proteases and the focus of this review (46, 80).
The first rhomboid was discovered as
a Drosophila mutation with an abnormally
rhomboid-shaped head skeleton (55). Subse-
quent work provided genetic evidence that
Drosophila Rhomboid (subsequently named
Rhomboid-1) participated in developmental
control by the epidermal growth factor re-
ceptor (EGFR) pathway (28, 75), and that
it was needed in the signal-sending cell, not
the signal-receiving cell (6, 88). The EGFR
is a receptor tyrosine kinase and its pathway
mediates intercellular growth factor signaling
that controls many aspects of Drosophila de-
velopment (71). The sequence of Rhomboid-
1 proved initially uninformative, as it did not
resemble any known protein, nor did it have
any recognizable functional motifs, other than
seven transmembrane domains (8). Eventually,
however, Drosophila Rhomboid-1 was found to
be a novel protease that catalyzes the release
of membrane-tethered EGF family growth
factors, providing the trigger in the genera-
tion of the bioactive EGF-like signal (43, 80)
(Figure 1). Once genome sequences became
available, it transpired thatRhomboid-1was the
prototype of a large family of similar proteins
across evolution (42, 46, 88); sequence com-
parison suggested that many of the members
of the rhomboid-like family were also active
intramembrane serine proteases.
After this rather indirect and slow route of
discovery, the pace of rhomboid researchhas ac-
celerated dramatically over the past five years.
One focus has been to solve the mysteries of




























































Abb. 1.4 Rhomboid-abhängige Intramembranproteolyse von Spitz 
Die Drosophila Intramembranprot ase rhomboid-1 schneidet das Substrat Spitz 
ohne vorhergehendes Ectodoma n She ding inn rhalb seiner TMD. Die 
freigesetzte Ektodomäne von Spitz stellt einen Hauptreg lator d r EGF-



















1.1.3.3 Substratanforderungen der Rhomboid-Proteasen 
 
Im Gegensatz zu S2P und den meisten Intramembran-Aspartylproteasen 
benötigen Rhomboide für eine effiziente Intramembranproteolyse ihrer 
Substrate kein vorhergehendes Ectodomain Shedding (Urban et al., 2001). Als 
Rhomboid-Substrate fungieren folglich Volllängenproteine, so dass die 
Abspaltung der Substrat-Ektodomäne nicht regulierend auf die proteolytische 
Aktivität der Rhomboide wirken kann. Daher kommt der räumlichen Trennung  
von Protease und Substrat in diesem Fall eine besondere Bedeutung zu 
(Freeman, 2008). 
 
Darüber hinaus wurden in Säugern über ihre Sequenzhomologie 9 weitere, 
proteolytisch nicht aktive Rhomboide identifiziert. Diese inaktiven   
Rhomboide (inhibitorische Rhomboide, iRhoms) bzw. Derlins sind    
vermutlich durch horizontalen Gentransfer und nachfolgende Mutation des 
aktiven Zentrums entstanden (Koonin et al., 2003). Eine mögliche Funktion der 
iRhoms ist, dass sie über eine kompetitive Bindung der Substrate diese vor der 
proteolytischen Aktivität aktiver Rhomboide schützen und so regulativ 
eingreifen (Adrain und Freeman, 2012). 
Abb. 1.5 Struktur von GlpG 
Röntgenstrukturanalyse von GlpG aus Escherichia coli, in Vorderansicht (links) und 
Seitenansicht (rechts). Vorder- und Seitenansicht sind um 90° zueinander gedreht. 
Nach (Wang et al., 2006b). 
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Nahezu alle Substrate der aktiven Rhomboide weisen eine Membrantopologie 
vom Typ 1 auf. Kürzlich wurden allerdings mit Typ-2-Transmembranproteinen 
und polytopen Membranproteinen einige Ausnahmen von dieser Regel 
beschrieben (Fleig et al., 2012; Tsruya et al., 2007). Insgesamt scheinen die 
Rhomboide daher bezüglich der Substratselektivität promiskuitiver zu sein als 
die zuvor besprochenen S2P-Intramembranproteasen. 
 
 
1.2 Regulierte Intramembranproteolyse durch  
 GxGD-Proteasen 
 
Die GxGD-Proteasen stellen die Vertreter der Intramembran- 
Aspartylproteasen (Haass und Steiner, 2002). Hierzu gehören zum einen die 
Preseniline PS1 und PS2, welche die katalytisch aktive Komponente der           
γ-Sekretase bilden, zum anderen die Mitglieder der SPP/SPPL-Familie, die 
Signal-Peptid-Peptidase (SPP) sowie die SPP-ähnlichen (SPPL) Proteasen 
SPPL2a, b, c und SPPL3. Das gemeinsame Merkmal dieser Gruppe stellt das 
konservierte, namensgebende GxGD-Motiv dar. Formal gehört die bakterielle 
Typ IV Prepilin-Peptidase (TFPP) ebenfalls zur Familie der GxGD-Proteasen. 
Allerdings zeigt TFPP nur einen entfernten Verwandtschaftsgrad auf und wird 
daher hier nicht weiter berücksichtigt (LaPointe, 2000). 
 
Sowohl die Preseniline als auch SPP sowie SPPLs weisen untereinander 
lediglich eine sehr begrenzte Sequenzhomologie auf. Bei allen Vertretern 
handelt es sich allerdings um polytope Transmembranproteine mit    
insgesamt je 9 TMDs (Abb. 1.6). Hervorzuheben ist hierbei die invertierte 
Membrantopologie zwischen den Presenilinen einerseits und den Proteasen 
der SPP/SPPL-Familie andererseits. Demzufolge ist das aktive Zentrum und 
dessen Orientierung zur Membranebene ebenfalls invertiert. Sehr 
wahrscheinlich ist dies der Grund dafür, weshalb die γ-Sekretase lediglich 
Typ-1-Transmembranproteine als Substrate akzeptiert, wohingegen 
SPP/SPPLs Typ-2-Transmembranproteine schneiden (Fluhrer et al., 2009). Das 
für diese Klasse von Intramembranproteasen namensgebende GxGD-Motiv ist 
in TMD 7 lokalisiert und trägt einen der beiden katalytisch aktiven Aspartyl-


















Darüber hinaus existieren zwei weitere zwischen den Presenilinen und den 
SPP/SPPLs konservierte Sequenzmotive, das YD- sowie das PAL-Motiv 
(Weihofen et al., 2002). Diese Motive sind in herkömmlichen, löslichen 
Aspartylproteasen nicht konserviert, sondern finden sich exklusiv bei den 
GxGD-Proteasen (Steiner et al., 2000). Daher ist ein Analogieschluss von 
bekannten Aspartylproteasen auf den exakten Proteolysemechanismus von 
GxGD-Proteasen nur bedingt möglich.  
Das YD-Motiv in TMD 6 stellt den zweiten katalytisch aktiven Aspartyl-Rest 
(Wolfe et al., 1999). Für einen funktionalen Proteolysemechanismus sind zwei 
sich gegenüberliegende Aspartyl-Reste zwingend erforderlich, was bereits 
eine räumliche Nähe der beiden YD- und GxGD-Motive impliziert. Das PAL-
Motiv, lokalisiert in TMD 9, ist das dritte hoch konservierte Motiv der GxGD-
Proteasen. Sowohl für PS1 als auch für SPP konnte die Bedeutung des       
PAL-Motivs hinsichtlich der katalytischen Aktivität der Proteasen bereits 
gezeigt werden (Wang et al., 2004; 2006a), allerdings noch nicht für die 
anderen GxGD-Proteasen. Im Falle von PS1 konnte darüber hinaus mittels 
Scanning Cysteine Mutagenesis (SCAM) gezeigt werden, dass sich das PAL-
Motiv in enger räumlicher Nähe zum YD-Motiv und damit zum aktiven 
Zentrum befindet (Sato et al., 2008; Tolia et al., 2008). 






Abb. 1.6 GxGD-Intramembranproteasen 
Gemeinsam konstituieren die Preseniline und die SPP/SPPLs die Familie der 
GxGD-Intramembranproteasen. Alle Vertreter besitzen 9 TMDs und weisen drei 
hoch konservierte Sequenzmotive auf, die YD-, GxGD- und PAL-Motive. Zudem 
besteht eine invertierte Membrantopologie im Vergleich von Presenilinen und 
SPP/SPPLs. Nach (Fluhrer et al., 2009). 
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Analog zu S2P und den Rhomboiden stellt die Aktivierung eines H2O-Moleküls 
auch für die GxGD-Proteasen eine zwingende Voraussetzung der 
proteolytischen Aktivität dar. Mittlerweile konnte mittels Röntgen-
strukturanalyse die Kristallstruktur eines Presenilin-Homologen aus 
Methanoculleus marisnigri (mmPSH), einem Archaeon, mit einer Auflösung 
von 3.3 Angström bestimmt werden (Li et al., 2012) (Abb. 1.7). 
 
Das strukturelle Grundgerüst von mmPSH besteht aus 9 TMDs, wobei das 
aktive Zentrum mit den beiden katalytischen Aspartyl-Resten aus dem YD- 
(TMD 6) und GxGD-Motiv (TMD 7) innerhalb der hydrophoben 
Membranebene zu liegen kommt (Abb. 1.7). Die katalytischen Aspartyl-Reste 
befinden sich ebenfalls in enger räumlicher Nachbarschaft zueinander, wenn 
auch nicht ganz so nah wie es zur Aktivierung eines H2O-Moleküls vonnöten 
wäre (Li et al., 2012). Möglicherweise beruht dies auf Kristallisations-
artefakten oder auf einer fehlenden Substratinteraktion. Von den beiden 
katalytischen Aspartyl-Resten ausgehend befindet sich eine Wasser-permeable 
Höhle, die sich bis zur zytosolischen Membranseite erstreckt (Li et al., 2012) 
und so den Zugang von H2O-Molekülen zum aktiven Zentrum erklärt. Nebst 
















a total of five missense mutations, D40N, E42S, A147E, V148P and
A229V, which mostly affect residues in the surface loops. These
sequence modifications have no effect on the protease activity of PSH
(Fig. 1a, lanes 1–3). By contrast, mutation of the two catalytic residues
Asp 162 and Asp 220 in PSH abolished the protease activity (lanes 4
and 5). Similar to thewild-type PSH, the protease activity of this variant
was efficiently inhibited by a known presenilin inhibitor III-31-C
(ref. 29; Fig. 1a, lanes 6–14). Intriguingly, the elution volume of the
PSH variant corresponds to a molecular mass in excess of 100 kilo-
daltons (kDa), indicating oligomerization (Supplementary Fig. 2a).
After going through about 160,000 conditions, we eventually generated
suitable crystals of this PSH variant for X-ray data collection (Sup-
plementary Fig. 2b, c).
Structure of PSH
The PSH variant was crystallized in three space groups. The structure
in the C222 space group was determined by platinum-based multi-
wavelength anomalous dispersion (MAD) and refined at 3.3 A˚ resolu-
tion (Supplementary Tables 1–3 and Supplementary Figs 3–6). The
atomic model was confirmed by selenium anomalous peaks (Sup-
plementary Figs 5 and 6). The atomic coordinates of PSH were used
to determine the structures in space groups C2221 and P2 (Sup-
plementary Table 1). The PSH protein forms a tetrameric complex in
theC222 crystals (SupplementaryFig. 4). Each asymmetricunit contains
one tetrameric PSH complex in C2221 and two complexes in P2.
Each PSH molecule comprises nine transmembrane a-helices
(Fig. 1b and Supplementary Fig. 7), and is approximately 50 A˚ in
length, 40 A˚ in width and 40 A˚ in height. The surface loops connecting
TM1–TM2 and TM7–TM8 are disordered in the crystals. The amino-
terminal domain (NTD), comprising TM1–6, forms a horseshoe-
shaped structure, which partially surrounds TM7–9 of the carboxy-
terminal domain (CTD; Fig. 1b). Consequently, TM7 of the CTD is
completely surrounded by other TMs. None of the nine TMs is per-
pendicular to the lipidmembrane. TM1–6 are tilted at angles of 15–35
degrees away from the surface normal of lipidmembrane, and TM7–9
are tilted to a smaller extent.
Notably, a large hole traverses through the entire protein and is
surrounded by TM2, TM3, TM5 and TM7 (Fig. 1b). This hole, formed
mainly by hydrophobic residues, is large enough to allow passage of
small ions; it is likely plugged up by lipid molecules and/or other
interacting protein in cells. The in vitro protease activity of PSH is
strongly influenced by the choice of phospholipids (data not shown).
A cavity from the cytoplasmic side reaches the active site aspartates,
allowing unrestricted solvent access. The catalytic residues Asp 162
and Asp 220 in PSH are located at the bottom of the cavity, approxi-
mately 8 A˚ below the lipid membrane surface from the cytoplasmic
side (Fig. 1b). Owing to the hole and the cavity, some transmembrane
regions of TM2/TM3/TM5/TM6/TM7 are exposed to solvent. This
structural finding is consistent with the biochemical observation that
a number of membrane-embedded residues in TM6 and TM7 of PS1,
including the catalytic residues Asp 257 and Asp 385, are accessible to
crosslinking reagents30,31. Similar cavities have also been observed in
the electron microscopic structure of the c-secretase complex22,24.
The topology of PSH is quite different from that of the other two
families of intramembrane proteases rhomboid17–20 and S2P21 (Fig. 2a,
b). Exhaustive search of the protein data bank using DALI32 revealed
a
b
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Figure 1 | Overall structure of a presenilin/SPP homologue from the
archaeonMethanoculleusmarisnigri JR1 (PSH). a, The PSH variant used for
crystallization (denoted ‘Xtal’) is catalytically active. As reported28, the
membrane protein Gurken was used as a substrate protein for PSH. The
proteolytic activity of the PSH variant (Xtal) is similarly inhibited as the wild-
type PSH by III-31-C, an inhibitor known to be specific for aspartyl proteases
such as presenilin29 (right panel). The concentrations of III-31-C shown are in
micromolar. b, Overall structure of PSH. The nine TMs are divided into the
NTD (TM1–6) andCTD (TM7–9). The putative catalytic residues Asp 162 and
Asp 220 are located on TM6 and TM7, respectively. The structure is rainbow-
coloured, with N terminus in blue and C terminus in red. The top and bottom
panels represent two perpendicular views. The structure is shown in cartoon
and electrostatic surface representation in the left and right panels, respectively.
Figures 1b, 3 and 4a, c were prepared using PyMol50.
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Abb. 1.7 Struktur von mmPSH 
Röntgenstrukturanalyse eines Presenilin-Homologen aus Methanoculleus 




TMD 9 am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligt, was die Befunde der 
bisherigen biochemischen und SCAM-Experimente bestätigt (Li et al., 2012). 
Von den eukaryotischen Presenilinen oder SPP/SPPLs sind bis dato noch keine 
Strukturanalysen mit atomarer Auflösung bekannt. 
 
 
1.2.1 Regulierte Intramembranproteolyse durch die γ-Sekretase 
 
Berühmt für ihre zentrale Rolle in der Pathogenese des Morbus Alzheimer 
(siehe 1.2.3.2), stellt die γ-Sekretase das Gründungsmitglied sowie den bislang 
bestuntersuchtesten Vertreter der GxGD-Proteasen dar (Steiner et al., 2008). 
Das große Alleinstellungsmerkmal der γ-Sekretase unter den 
Intramembranproteasen besteht darin, dass es sich bei ihr um einen 
Multiprotein-Komplex aus 4 Membranproteinen handelt (Abb. 1.8): die 
erstmalige Rekonstitution der γ-Sekretase-Aktivität in Hefe identifizierte  
neben den katalytisch aktiven Presenilinen PS1 und PS2 die drei 
Membranproteine (1) Nicastrin, (2) Anterior-Pharynx-Defective 1 (Aph-1) 


























Abb. 1.8 Die γ-Sekretase 
Bei der γ-Sekretase handelt es sich um einen Multiprotein-Komplex aus den 4 
Membranproteinen Presenilin (PS), Nicastrin, Aph-1 und Pen-2. PS ist die 
katalytisch aktive Untereinheit und beherbergt die YD-, GxGD- und PAL-Motive. 
Zudem wird PS endoproteolytisch in PS NTF und PS CTF gespalten. Nach (Fluhrer 
et al., 2009). 
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ihre katalytische Aktivität (Edbauer et al., 2003; Kimberly et al., 2003). Jeder   
γ-Sekretase-Komplex besteht aus je einem Presenilin, PS1 oder PS2, sowie 
Nicastrin, Aph-1 und Pen-2. Hieraus ergibt sich eine Stöchiometrie der 
Komponenten von 1:1:1:1 (Sato et al., 2007). 
 
1.2.1.1 Physiologie und Struktur der γ-Sekretase 
 
Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei der γ-Sekretase um einen 
Multiprotein-Komplex handelt, mit einer Gesamtgröße von etwa 230 kDa 
sowie insgesamt 19 TMDs, gestaltet sich die Bestimmung der atomaren 
Struktur der nativen γ-Sekretase außerordentlich schwierig. Die bisher beste 
Strukturanalyse der γ-Sekretase gelang mittels Kryo-Elektronenmikroskopie 
(Lu et al., 2014) (Abb. 1.9). Mit einer Auflösung von 5.4 Angström im TMD-
Bereich erlaubt diese Struktur allerdings nach wie vor keine Zuordnung der 
individuellen Komplexpartner der γ-Sekretase.  
Bis dato sind die strukturellen Informationen bezüglich des genauen Aufbaus 
der γ-Sekretase bzw. der Zugänglichkeit von Substraten und H2O-Molekülen 
noch nicht endültig geklärt. Dennoch zeigt die neueste Strukturanalyse eine 
Hufeisen-förmige Struktur des TMD-Bereiches, dem die große globuläre 
Nicastrin-Ektodomäne übergelagert ist (Lu et al., 2014) (Abb. 1.9). Dies könnte 
erklären, warum lediglich Substrate mit kurzer Ektodomäne an die γ-Sekretase 
binden (Esler et al., 2002). 
 
Bezüglich der Funktion der drei nicht katalytisch aktiven Komplexpartner ist 
folgendes bekannt: Nicastrin wurde zunächst als Substrat-Akzeptor 
interpretiert (Shah et al., 2005; Zhang et al., 2012), was jedoch kontrovers 
diskutiert wird (Chávez-Gutiérrez et al., 2008; Martin et al., 2009; Zhao et al., 
2010). Für Aph-1 sind keine spezifischen Funktionen bekannt, allerdings wird 
Aph-1 durch zwei Gene kodiert, aph-1a und aph-1b. Zusätzlich wurden für 
Aph-1a unterschiedliche Splicevarianten identifiziert, Aph-1a short (Aph-1aS) 
sowie Aph-1a long (Aph-1aL) (Francis et al., 2002; Goutte et al., 2002). Pen-2    
wurde als Stabilisator der γ-Sekretase beschrieben (Hasegawa et al., 2004; 
Prokop et al., 2004). Die Kombination der unterschiedlichen γ-Sekretase-
Komponenten erlaubt so die Bildung von 6 distinkten γ-Sekretase-Komplexen 


























Relevanz solch unterschiedlicher γ-Sekretase-Komplexe gegenwärtig 
kontrovers diskutiert wird (Shirotani et al., 2007; Serneels et al., 2009). 
 
Die Komplex-Assemblierung der γ-Sekretase beginnt zunächst mit der 
Assoziation von Nicastrin und Aph-1 im ER (LaVoie et al., 2003), gefolgt von 
der Bindung eines Presenilins. Die finale Integration von Pen-2 führt zur 
Endoproteolyse des Presenilins (siehe unten) und induziert den Transport    
der γ-Sekretase in spätere sekretorische Kompartimente (Luo et al., 2003). 
Innerhalb des Golgi-Apparates erfolgt die Komplexglykosylierung von 
Nicastrin, im Anschluss kommt es zum Weitertransport der γ-Sekretase zur 
Plasmamembran sowie zur Reinternalisierung in endosomal/lysosomale 
organization is consistent with the reported function of substrate re-
cruitment for nicastrin18.
Human c-secretase contains four full-length proteins: PS1 ( esidues
1–467), PEN-2 (residues 1–101), APH-1 (residues 1–265), and nicastrin
(residues 1–709).With glycosylationofnicastrin, the predictedmolecu-
lar weight of the intact c-secretase is approximately 230 kDa (ref. 22).
The observed density accounts for approximately half of the total mo-
lecular weight of c-secretase, with the 19 TMs accommodating about
500 residues and nicastrin ECD containing about 650 residues. The lack
of obvious density for the other sequences is likely to reflect their flexible
nature, including the 30–70 kDa of oligosaccharides on glycosylated
residues in the nicastrin ECD. Only 43 of the 181 residues predicted
to be on the cytoplasmic side of PS1 are hydrophobic, representing 24
per cent of the total sequences and unlikely to be sufficient for formation
of a stable structural core. In addition, the extracellular sequences for
PEN-2 (residues 1–19 and 78–101) are predicted to be hydrophilic and
flexible. These residues are missing in the current maps.
Structure of nicastrin ECD
Nicastrin ECD was previously predicted to conform to the aminopep-
tidase superfamily fold38. The relatively high-resolution features in the
density for nicastrin ECD (Fig. 2a, Fig. 3a and Extended Data Fig. 6)
prompted us to pursue a model for its domain architecture. To facilitate
this task, we searched for sequences in theProteinData Bank (PDB) that
are homologous to those of nicastrin ECD. One of the matches was the
glutamate carboxylpeptidasePSMA(PDBcode2XEF (ref. 39)) (Extended
Data Fig. 7), confirming the earlier prediction38.Of the 218 aligned amino
acids between PSMA and nicastrin, 52 are identical and 80 are similar.
Visual inspectionof the extracellular electron-microscopydensity revealed
an excellentmatch to the structure of PSMA39. The conserved topology
between these two structures allowed tracing of approximately 400 resi-
dues with side chains and 20 residues as poly-Ala sequences in the nicas-
trinECD(Fig. 3b).Theremainingunassignedelectron-microscopydensity
is relatively poor and can accommodate about 200 residues. Themodelled
part of nicastrinECDresembles adumbbell, with a large lobe anda small
lobe (Fig. 3b), which can be superimposed with those of PSMA with
root-mean-squared devia ions (r.m.s.d.) of approximately 2.6 and 3.6 A˚
over 231 and 111 aligned a-carbon (Ca) atoms, respectively (Fig. 3c).
Discussion
The structural homology between nicastrin ECD and the peptidase
PSMAmay not support the possibility that nicastrin could serve as an
active protease in cells. PSMA is a zincmetalloprotease and themajor-
ity of the residues that coordinate the two zinc ions i PSMA have
been replaced in nicastrin (Extended Data Fig. 7). Moreover, we have
been unable to detect any protease activity for nicastrin ECD in vitro
using a variety of potential substrate proteins under diverse condi-
tions. Nevertheless, the fact that nic strin ECD shares a conserved
fold as PSMA and other peptidases supports the idea that nicastrin
may be involved in substrate recruitment18,19. Nicastrin ECD seems to
contain a surface groove approximately 40 A˚ above the lipid mem-
brane, facing the hollow centre of the TM horseshoe (Fig. 3d). This
surface groove could be a putative substrate-binding site. Because the
active site of PS1 is predicted to be located approximately 20 A˚ below
the surface of the lipid membrane26, the putative substrate-binding
site is at least 60 A˚ away from the catalytic Asp residues in PS1. As-
suming the N terminus of the BACE cleavage product APP-C99 is
recognized by this surface groove18, a distance of 60 A˚ can be con-
veniently spanned by the primary cleavage products of APP-C99;
Ab40 and Ab42. Supporting this analysis, Glu 333, which was thought
to be responsible for substrate binding18,19, resides at the centre of the
groove (Fig. 3d). The residue in PSMA that corresponds to Glu 333 of
nicastrin is directly involved in zinc binding39.
The lack of side-chain features in the density for the 19TMsdoesnot
allow assignment of the four components. The weak density for the
loops connecting neighbouring TMs further complicates the assign-
ment task. Nevertheless, we suggest a speculative assignment, in which
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Figure 2 | Overall structure of the human c-secretase complex. a, An overall
density map for the entire human c-secretase complex. a-Carbon traces are
shown for someof theTMsand theECD. The 5.4-A˚mapwasused in both a and
b. The electron-microscopymaps are coloured cyan. b, Overall structure of the
human c-secretase complex. Structure of the c-secretase is viewed from within
the plane of lipid membrane (upper panel). The 19 TMs from the four
components of c-secretase are coloured blue, whereas the ECD of nicastrin is
shown in green. A cut-through section of the 19 TMs in c-secretase is shown in
the bottompanel. The TMs form a horseshoe-shaped structure, withmore TMs
concentrated at the thick end. The TMs are numbered arbitrarily, for ease of
discussion, from 1 to 19. Figures 2a and 3 were prepared using PyMol49, and
Fig. 2b was made in Chimera50.
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Abb. 1.9 Struktur der humanen γ-S kretas  
Kryo-Elektronenmikroskopie des humanen γ-Sekretase-Komplexes. Die Nicastrin 
Ektodomäne (ECD) ist in grün dargestellt, während die 19 TMDs des γ-Sekretase-
Ko plexes blau eingefärbt sind. Ein horizontaler Schnitt zeigt die Hufeisen-
förmige Struktur des TMD-Bereiches auf. Nach (Lu et al., 2014). 
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Kompartimente und zur Ausübung der proteolytischen Aktivität (Kaether et al., 
2002; Pasternak et al., 2003). 
 
Als „Presenilinase“-Aktivität wird die während der Komplexassemblierung 
auftretende Endoproteolyse des Presenilins zu einem N-terminalen (PS NTF) 
und einem C-terminalen Fragment (PS CTF) bezeichnet (Thinakaran et al., 
1996). Diese Endoproteolyse findet innerhalb einer hydrophoben Domäne 
statt, die zwischen den TMDs 6 und 7 der Preseniline liegt. Schon frühzeitig 
wurde angenommen, dass es sich bei dieser Endoproteolyse um einen 
autokatalytischen Schnitt der Preseniline handelt, da eine Mutation der 
katalytischen Aspartyl-Reste in PS1 ebenfalls die Spaltung inhibiert (Wolfe et 
al., 1999). Eine Bestätigung dieser Annahme gelang anhand des Nachweises 
eines sequentiellen Proteolysemechanismus der hydrophoben Domäne, der 
mechanistisch analog zur Intramembranproteolyse der γ-Sekretase-Substrate 
verläuft und gleichsam durch Mutationen in Presenilin in seiner Präzision 
beeinflusst wird (Fukumori et al., 2010) (siehe auch 1.3.1). Somit ist es sehr 
wahrscheinlich, dass beide Proteolysevorgänge von der selben enzymatischen 
Aktivität katalysiert werden. 
 
1.2.1.2 Substratanforderungen der γ-Sekretase 
 
Mittlerweile wurden insgesamt mehr als 90 Substrate für die γ-Sekretase 
beschrieben (Haapasalo und Kovacs, 2011), die am besten untersuchten 
hierunter sind der NOTCH-Rezeptor (NOTCH) (siehe 1.2.3.1) sowie das 
Amyloid-Vorläufer-Protein (APP) (siehe unten). Alle bis dato identifizierten 
Substrate der γ-Sekretase sind Typ-1-Transmembranproteine, für deren 
effiziente Proteolyse ein initiales Ectodomain Shedding notwendig ist. Bisher 
konnte nur die Bindung von Substraten mit kurzer Ektodomäne an die            
γ-Sekretase nachgewiesen werden (Esler et al., 2002). Analog zu S2P besteht 
darüber hinaus auch für die γ-Sekretase eine negative Korrelation zwischen 
der Effizienz der Intramembranproteolyse und der Länge der Substrat-
Ektodomäne (Struhl und Adachi, 2000). Aufgrund der Vielzahl an bekannten 
Substraten wurde die γ-Sekretase auch als „Proteasom der Membran“ 
diskutiert (Kopan und Ilagan, 2004). Allerdings existieren auch Typ-1-
Transmembranproteine, welche keine Substrate für die γ-Sekretase darstellen 
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(Hemming et al., 2008). Gleichsam scheint es innerhalb der TMDs und den 
Juxtamembrandomänen von Typ-1-Transmembranproteinen gewisse Sequenz- 
oder Strukturdeterminanten zu geben, welche bestimmen wie gut ein Typ-1-
Transmembranprotein durch γ-Sekretase gespalten wird (Hemming et al., 
2008; Ren et al., 2007). Demzufolge muss die Beschreibung der γ-Sekretase 
als „Proteasom der Membran“ kritisch diskutiert werden. 
 
1.2.1.3 Regulierte Intramembranproteolyse von APP 
 
Aufgrund seiner fundamentalen Rolle in der molekularen Pathogenese des 
Morbus Alzheimer (siehe 1.2.3.2) ist die regulierte Intramembranproteolyse 
von APP einer der bestuntersuchtesten Prozesse der γ-Sekretase, von zentraler 
Bedeutung ist hier die Freisetzung von Amyloid β-Peptiden (Aβ). Die 
Prozessierung von APP wird in einen amyloidogenen und einen nicht-
amyloidogenen Weg unterteilt (Abb. 1.10): 
Im Rahmen des nicht-amyloidogenen Weges führt die α-Sekretase das 
Ectodomain Shedding von APP aus. Als mögliche α-Sekretasen kommen 
hierbei die Metalloproteasen ADAM-9, ADAM-10 und ADAM-17 in Frage (Asai 

















Abb. 1.10 γ-Sekretase-abhängige RIP von APP 
Die Prozessierung von APP wird in zwei Wege eingeteilt: Im Rahmen des nicht-
amyloidogenen Weges (links) wird APP durch die α-Sekretase gesheddet, die        
γ-Sekretase-abhängige Intramembranproteolyse produziert AICD und p3. 
Innerhalb des amyloidogenen Weges (rechts) hingegen vollzieht die β-Sekretase 
das Ectodomain Shedding von APP, die γ-Sekretase-abhängige Intramembran-
proteolyse setzt AICD und Aβ-Peptide (orange) frei. 


















logischen Bedingungen jedoch konstituiert ADAM-10 die vornehmlich 
relevante α-Sekretase (Kuhn et al., 2010). Der initiale Schnitt der α-Sekretase 
führt zur Sekretion von APPsα, woraufhin das membranständige APP CTFα 
durch die γ-Sekretase prozessiert werden kann (Abb. 1.10). Hierbei kommt es 
zur Freisetzung der zytosolischen APP ICD (AICD) sowie zur Sekretion des 
drei kDa großen Peptids p3 (Haass et al., 1993; Kimberly et al., 2001). Die 
AICD besitzt lediglich eine kurze Halbwertszeit, eine mögliche 
transkriptionelle Wirkung nach Bindung an Adapterproteine und Translokation 
in den Nukleus wird diskutiert (Cao und Südhof, 2001; Edbauer et al., 2002; 
Hébert et al., 2006; Leissring et al., 2002; Pardossi-Piquard et al., 2005). Die 
Schnittstelle der α-Sekretase liegt innerhalb der Aβ-Sequenz, so dass bei 
diesem Prozessierungsweg die Freisetzung von Aβ-Peptiden verhindert wird. 
Der amyloidogene Weg hingegen wird durch das Ectodomain Shedding von 
APP mittels β-Sekretase, BACE1, eingeleitet (Vassar et al., 1999; Yan et al., 
1999). Dies führt zur Sekretion von APPsβ, während das membranständige 
APP CTFβ wiederum durch die γ-Sekretase prozessiert wird (Abb. 1.10). Die 
AICD wird auch hier ins Zellinnere freigesetzt; allerdings kommt es nun zur 
Sekretion von Aβ-Peptiden in den Extrazellulärraum, da die Schnittstelle von 
BACE1 weiter N-terminal liegt als die der α-Sekretase (Abb. 1.10). Diese 
können in der Folge zu neurotoxischen Aβ-Oligomeren, Fibrillen oder Plaques 
aggregieren (Haass und Selkoe, 2007). Von hoher Relevanz ist hierbei der 
molekulare Proteolysemechanismus der γ-Sekretase, der zur Bildung mehrerer 
Aβ-Peptide mit unterschiedlicher Länge führt (siehe 1.2.3.2). 
 
 
1.2.2 Regulierte Intramembranproteolyse durch 
  Proteasen der SPP/SPPL-Familie 
 
Als weitere Vertreter der GxGD-Proteasen wurden neben der γ-Sekretase SPP 
und die SPP-ähnlichen homologen Proteasen (SPPLs) identifiziert (Grigorenko 
et al., 2002; Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002). In Säugern existieren 
5 unterschiedliche Vertreter der SPP/SPPL-Familie: SPP an sich sowie 
SPPL2a, b, c und SPPL3. Diese einzelnen Familienmitglieder weisen distinkte 
subzelluläre Lokalisationen und daher mutmaßlich auch unterschiedliche 
physiologische Funktionen auf (Krawitz et al., 2005; Voss et al., 2013). 
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Struktur von SPP 
Die Signal-Peptid-Peptidase (SPP) stellt das Gründungsmitglied der  
SPP/SPPL-Familie dar. Wie SPP selbst weist die gesamte SPP/SPPL-Familie 
eine ähnliche Topologie zu den Presenilinen auf. Sämtliche SPP/SPPL- 
Proteasen sind integrale Transmembranproteine mit 9 TMDs, darüber hinaus 
sind die Sequenzmotive YD, GxGD und PAL entsprechend in den TMDs 6, 7 
und 9 konserviert (Friedmann et al., 2004) (Abb. 1.11). 
 
Substratanforderungen von SPP 
Mittels eines hydrophoben Signalpeptids werden Membranproteine und 
sekretierte Proteine kotranslational zum ER transportiert, wo ihre Integration 
in die ER-Membran bzw. ihre Translokation in das ER-Lumen stattfinden 
(Blobel, 1980). Diese zumeist N-terminal lokalisierten Signalpeptide 
adaptieren dabei die Topologie eines Typ-2-Transmembranproteins und 
werden durch die Signalpeptidase (SP) vom naszierenden Protein abgespalten 
Abb. 1.11 Die SPP/SPPL-Familie 
Topologie der Intramembranproteasen der SPP/SPPL-Familie. SPPL3 ist der 
kleinste Vertreter der SPP/SPPL-Familie. SPPL2a, b & c werden N-terminal 
komplex glykosyliert, auch SPP selbst beherbergt N-terminale Glykosylierungs-
Konsensusmotive (Y). Pfeile stellen den Verlauf der Aminosäuresequenz von N- 
nach C-terminal dar. Nach (Voss et al., 2013). 
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(Martoglio und Dobberstein, 1998) (Abb. 1.12). Dieser initiale Schnitt durch SP 
gleicht dem Ectodomain Shedding, so dass darauffolgend die 
Intramembranproteolyse der innerhalb der ER-Membran verbliebenen 
Signalpeptide durch SPP erfolgen kann (Weihofen und Martoglio, 2003). Eine 
Inhibition des initialen Schnittes durch SP führt entsprechend zu einer starken 
Reduktion der SPP-abhängigen Intramembranproteolyse (Lemberg und 
Martoglio, 2002).  
 
Physiologie von SPP 
SPP wird durch ein KKXX Retentionssignal im ER zurückgehalten (Krawitz et 
al., 2005; Urny et al., 2003). Der SPP-abhängigen Prozessierung von 
Signalpeptiden innerhalb der ER-Membran kommen wichtige Funktionen zu, 
insbesondere im adaptiven Immunsystem sowie in der Pathophysiologie von 
Infektionen (siehe 1.2.3.4). Darüber hinaus wird eine Beteiligung von SPP an 
der ER-abhängigen Degradation (ERAD) von Membranproteinen diskutiert 
(Christianson et al., 2012). Hierzu könnte die Beobachtung passen, dass SPP 
mit missgefalteten Membranproteinen der ER-Membran interagiert (Crawshaw 
et al., 2004; Schrul et al., 2010). Außerdem scheint die ERAD im Menschen 
















Abb. 1.12 SPP-abhängige RIP der Signalpeptide 
Die Signalpeptide von nascenten Proteinen werden innerhalb des ER durch die 
SPP-abhängige RIP prozessiert. Zunächst spaltet die Signalpeptidase (SP) das 
Signalpeptid ab, vergleichbar dem Ectodomain Shedding. Das nun freigesetzte 










Aktivität von SPP abhängig zu sein (Chen et al., 2014; Harbut et al., 2012).     
In vivo spielt SPP bereits während früher Entwicklungsphasen eine 
fundamentale Rolle. So führt der Knockdown von SPP im Zebrafisch (Danio 
rerio) zu massivem zentralnervösem Zelltod (Krawitz et al., 2005). Die 
Überexpression einer inaktiven SPP-Mutante ruft einen identischen Phänotyp 
hervor, so dass der beobachtete Phänotyp sehr wahrscheinlich von der 
proteolytischen Aktivität der SPP-Protease abhängt. Auch in Caenorhabditis 
elegans sowie Drosophila melanogaster wurden SPP-abhängige Defekte der 
Embryonalentwicklung nachgewiesen (Casso et al., 2005; Grigorenko et al., 
2004). Über welche genauen Mechanismen diese SPP-abhängigen 




Den kleinsten Vertreter der SPP/SPPL-Familie stellt SPPL3 dar (Abb. 1.11). 
SPPL3 weist mit 70% die höchste Sequenzhomologie zu SPP auf, ist 
allerdings im Gegensatz zu SPP selbst nicht glykosyliert. Die zelluläre 
Lokalisierung von SPPL3 wurde als ER-ständig (Krawitz et al., 2005) bzw. 
Golgi-Apparat (Friedmann et al., 2006) beschrieben. Auch der Knockdown von 
SPPL3 in Danio rerio zeigt mit zentralnervösem Zelltod einen sehr ähnlichen 
Phänotyp zu SPP (Krawitz et al., 2005); darüber hinaus wird ein SPP-Substrat 
in vitro ebenfalls von SPPL3 geschnitten (Nyborg et al., 2006). Zunächst 
wurden SPP und SPPL3 daher als möglicherweise funktionell redundant 
diskutiert (Krawitz et al., 2005; Nyborg et al., 2006). 
Neuere Erkenntnisse stellen dies allerdings in Frage: inaktives SPPL3 kann im 
Gegensatz zu SPP keine Signalpeptide als Substrat binden (Schrul et al., 
2010). Außerdem resultierte der Knockout des SPPL3 Orthologen in 
Drosophila melanogaster nicht in einer Phänokopie des SPP Knockout (Casso 
et al., 2012), was für distinkte physiologische Funktionen spricht. Kürzlich 
wurde als erstes eigenständiges SPPL3-Substrat das Foamy Virus Hüllprotein 
(FVenv) beschrieben (Voss et al., 2012), wobei FVenv im Gegensatz zu 
bisherigen Substraten der SPP/SPPL-Familie als Volllängenprotein in der 
Topologie eines Typ-3-Transmembranproteins von SPPL3 umgesetzt werden 
kann. Auch diese Beobachtung spricht für funktionelle Unterschiede zwischen 
SPP und SPPL3. Ein natives Substrat für SPPL3 ist nicht beschrieben. 
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1.2.2.3 SPPL2a, b und c 
 
Die verbliebene Gruppe der SPPL2-Proteasen, SPPL2a, b und c, hebt sich 
anhand einiger Details von der restlichen SPP/SPPL-Familie ab (Friedmann et 
al., 2004): so verfügen alle drei SPPL2-Varianten über ein Signalpeptid am    
N-Terminus, außerdem über eine verhältnismäßig große und zudem 
komplexglykosylierte Domäne N-terminal der ersten TMD (Abb. 1.11). Eine in 
vivo Relevanz der SPPL2-Familie zeigt der Knockdown des einzigen SPPL2-
Vertreters in Danio rerio, welcher zu einer vergrößerten Schwanzvene mit 
Akkumulation von Erythrozyten führt (Krawitz et al., 2005). 
 
SPPL2a und SPPL2b 
Sowohl SPPL2a als auch SPPL2b werden kotranslational in die ER-Membran 
integriert, SPPL2a wird daraufhin zu Endolysosomen transportiert (Friedmann 
et al., 2006; Krawitz et al., 2005). Die endolysosomale Lokalisation von SPPL2a 
ist abhängig von einer C-terminalen Signalsequenz, nur unter Überexpression 
der Protease sind geringe Mengen an der Plasmamembran nachweisbar 
(Behnke et al., 2011). SPPL2b dagegen wird hauptsächlich an der 
Plasmamembran detektiert, in geringen Mengen ebenfalls im Golgi-Apparat 
und in Endolysosomen (Krawitz et al., 2005; Martin et al., 2008). 
Unter endogenen Bedingungen im Mausmodell wurde kürzlich gezeigt, dass 
SPPL2a und SPPL2b differentielle subzelluläre Lokalisationen mit nur 
minimaler Überlappung sowie differentielle Expressionsmuster in murinen 
Geweben aufweisen (Schneppenheim et al., 2014). Diese differentielle 
Lokalisation und verschiedenen Expressionsmuster könnten auf 
physiologische Unterschiede zwischen SPPL2a und SPPL2b hinweisen, 
obwohl bisherige Studien im Zellkulturmodell weitgehend überlappende 
Substratspektren für beide Proteasen identifizierten. 
 
SPPL2c 
SPPL2c wiederum kolokalisiert bei transienter Expression in HeLa-Zellen 
zusammen mit Calnexin im ER (Friedmann et al., 2006). Allerdings konnte bis 
heute weder ein Substrat noch eine physiologische Rolle von SPPL2c 
identifiziert werden. Aufgrund der polymorphen und intronlosen Struktur des 







nativen Expression auf Proteinebene wird diskutiert, ob es sich bei SPPL2c 
lediglich um ein Pseudogen handelt (Ponting et al., 2002). Für SPPL2a und 
SPPL2b hingegen wurden mittlerweile eine Reihe von Substraten identifiziert 
(Tab. 1.2), neben Tumornekrosefaktor-α (TNFα) unter anderem Bri2 (Martin et 
al., 2008) oder Fas-Ligand (Kirkin et al., 2007). 
 
Substratanforderungen der SPPL2-Familie 
Bei allen bisher bekannten Substraten der SPPL2-Proteasen handelt es sich 
um Typ-2-Transmembranproteine, in Einklang mit der verglichen zur              
γ-Sekretase invertierten Membrantopologie der SPP/SPPL-Familie. Ebenso 
wurde für sämtliche bisher bekannten Substrate (Tab. 1.2) ein initiales 
Ectodomain Shedding beschrieben, welches für eine effiziente SPPL2b-
abhängige Intramembranproteolyse notwendig ist. Zudem besteht eine 
negative Korrelation zwischen der Effizienz des Substratumsatzes von SPPL2b 
und der Länge der Ektodomäne seiner Substrate (Martin et al., 2009). Darüber 
hinaus existieren Sequenz- oder Strukturdeterminanten innerhalb der 
luminalen Juxtamembran- sowie der intrazellulären Domäne der Substrate, die 
eine effiziente Proteolyse durch SPPL2b erlauben (Martin et al., 2009). Im 
Protease: Substrate: Referenz: 
SPPL2a 
TNFα (Fluhrer et al.; Friedmann et al., 2006) 
Bri2 (Martin et al., 2008) 
FasL (Kirkin et al., 2007) 
CD74 (Maus) (Schneppenheim et al., 2014) 
FVenv (Voss et al., 2012) 
TMEM106B (Brady et al., 2014) 
SPPL2b 
TNFα (Fluhrer et al.; Friedmann et al., 2006) 
Bri2 (Martin et al., 2008) 
Transferrinrezeptor 1 (Zahn et al., 2013) 
FVenv (Voss et al., 2012) 
(TMEM106B) (Brady et al., 2014) 
Tab. 1.2 Bekannte Substrate von SPPL2a & b 
Die bekannten Substrate von SPPL2a und SPPL2b sind weitgehend überlappend. 
Nach (Voss et al., 2013). 
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Falle der TMD scheint die effiziente Proteolyse durch SPPL2b im Wesentlichen 
eine Störung der α-Helix zu erfordern, was einer Sekundärstruktur-
Determinante entspricht (Fluhrer et al., 2012). 
 
1.2.2.4 Regulierte Intramembranproteolyse von TNFα 
 
Das als erstes identifizierte Substrat für SPPL-Proteasen ist das Typ-2-
Transmembranprotein TNFα (Fluhrer et al., 2006; Friedmann et al., 2006). Im 
Sinne der regulierten Intramembranproteolyse beginnt die Prozessierung von 
TNFα mit Ectodomain Shedding durch ADAM-17 (Black et al., 1997) (Abb. 
1.13). Die auf diese Weise sekretierte Ektodomäne von TNFα fungiert als 
elementar wichtiges, proinflammatorisches Zytokin und Signalmolekül des 
Immunsystems. Nach Ectodomain Shedding verbleibt ein membran- 






































Abb. 1.13 SPPL2a & b-abhängige RIP von TNFα 
TNFα wird mittels SPPL2a & b-abhängiger RIP prozessiert. Nach Ectodomain 
Shedding durch ADAM-17 und Freisetzung der löslichen Ektodomäne wird TNFα 
NTF durch SPPL2a oder SPPL2b innerhalb der TMD geschnitten. Die freigesetzte 
TNFα ICD könnte nach Translokation in den Nukleus die Expression von 
Interleukin-12 (IL-12) induzieren. Nach (Fluhrer et al., 2009). 
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der Intramembranproteolyse durch SPPL2a und SPPL2b darstellt. 
Endprodukte dieser Intramembranproteolyse stellen das sekretierte bzw. 
luminale TNFα C-Peptid sowie die zytosolischen TNFα ICDs dar (Fluhrer et al., 
2006) (Abb. 1.13). 
 
In dendritischen Zellen bewirkt die Freisetzung der TNFα ICD über noch nicht 
vollständig geklärte Mechanismen die Expression von Interleukin-12 (IL-12) 
im Sinne einer negativen Rückkopplung (Friedmann et al., 2006). Eine 
Möglichkeit wäre die direkte Translokation der TNFα ICD in den Nukleus 
mitsamt Ausübung einer transkriptionellen Regulation von Zielgenen, so wie 
es für die APP ICD (AICD) vorgeschlagen wurde (Cao und Südhof, 2001). 
 
Darüber hinaus wurde eine Palmitoylierung von TNFα innerhalb der ICD-
Sequenz an Position Cystein 30 beschrieben (Utsumi et al., 2001), wodurch 
TNFα möglicherweise in Lipid Rafts lokalisiert (Poggi et al., 2013; Zhang et al., 
2009). Auch für SPPL2b wurde eine Lokalisation in Lipid Rafts diskutiert 
(Nyborg et al., 2006), im Sinne einer Kolokalisation von Protease und Substrat 
könnte so eine effiziente Proteolyse von TNFα in Lipid Rafts gewährleistet 
werden (Poggi et al., 2013). Unklar bleibt jedoch, inwiefern die 
Palmitoylierung von TNFα für den Proteolysemechanismus von SPPL2b von 
















1.2.3 Klinische Relevanz der GxGD-Intramembranproteasen 
 
Aufgrund der Diversität der Substrate ist der biochemische Mechanismus der 
regulierten Intramembranproteolyse essentiell für die Regulation von 
mehreren physiologischen Vorgängen. Darüber hinaus werden die diversen 
Intramembranproteasen mit einigen humanen Erkrankungen in Verbindung 
gebracht. Nachfolgend seien exemplarisch die wichtigsten klinischen 
Implikationen der GxGD-Intramembranproteasen besprochen. 
 
1.2.3.1 NOTCH Signalweg 
 
Knockouts einzelner Komponenten der γ-Sekretase zeigen in der Maus und in 
Caenorhabditis elegans einen NOTCH-ähnlichen Phänotyp (Baumeister et al., 
1997; De Strooper et al., 1999; Levitan und Greenwald, 1995; Shen et al., 
1997; Wong et al., 1997). Daher scheint NOTCH unter physiologischen 
Bedingungen, insbesondere während der Embryonal- bzw. Fetalentwicklung, 
das wichtigste Substrat der γ-Sekretase darzustellen. 
 
Das Volllängenprotein NOTCH wird zunächst durch Furin im Golgi-Apparat 
(S1 Schnitt) prozessiert, woraufhin NOTCH als Heterodimer zur 
Plasmamembran transportiert wird (Blaumueller et al., 1997; Logeat et al., 
1998). Nach Ligandenbindung startet die NOTCH-Signaltransduktion mittels  
γ-Sekretase-abhängiger RIP: das Ectodomain Shedding (S2 Schnitt) geschieht 
durch ADAM-10 oder ADAM-17 (Brou et al., 2000; Hartmann et al., 2002), 
hierdurch wird die NOTCH Ektodomäne freigesetzt. Der membranverankerte 
Rest wird der γ-Sekretase zugeführt (S3 Schnitt). Die eigentliche 
Intramembranproteolyse setzt nun die intrazelluläre Domäne von NOTCH 
(NICD) frei, welche nach Translokation in den Nukleus die Expression von 
verschiedenen NOTCH Zielgenen bewirkt (Kopan und Ilagan, 2009). 
 
Dieser NOTCH Signalweg steuert essentielle Zelldifferenzierungsvorgänge, 
beispielsweise in B- und T-Zellen (Bray, 2006; Hadland et al., 2001). NOTCH-
Mutationen können daher zu unkontrollierter Zellproliferation oder T-Zell-
Leukämien führen (Aster et al., 2008; Weng et al., 2004). Die 
pharmakologische Inhibiton der γ-Sekretase stellt in diesen Fällen einen 
möglichen therapeutischen Ansatz dar (Real et al., 2009). 
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1.2.3.2 Morbus Alzheimer 
 
Die häufigste Form der Demenz ist Morbus Alzheimer (AD), eine 
neurodegenerative Erkrankung, welche typischerweise nach dem 65. 
Lebensjahr diagnostiziert wird. Die Erstbeschreibung dieser Erkrankung 
erfolgte durch den deutschen Psychiater Alois Alzheimer (Alzheimer, 1907), 
nach dessen Namen sie uns seither bekannt ist. Typische Frühsymptome der 
AD sind Störungen des Kurzzeitgedächtnisses, im interindividuell sehr 
unterschiedlichen Erkrankungsverlauf zunehmend gefolgt von kognitiven und 
neuropsychologischen Auffälligkeiten wie Sprachstörungen, Orientierungs- 
und Merkfähigkeitsstörungen oder psychotischen Symptomen, ultimativ bis 
hin zum Tode der Betroffenen. 
 
Eine zentrale Rolle innerhalb der Pathogenese der AD nimmt die 
Prozessierung von APP sowie die Produktion der unterschiedlichen Aβ-Spezies 
durch die γ-Sekretase ein (siehe 1.2.1.3). Unter Zellkulturbedingungen 
produziert die γ-Sekretase hauptsächlich die Produkt-Spezies Aβ42, Aβ40 und 
Aβ38, und zwar im Verhältnis von 1:10:1 (Page et al., 2008). Für eine Vielzahl 
von Mutationen innerhalb der Preseniline oder in APP, welche zu einer 
familiären Form des Morbus Alzheimer (FAD) führen, konnte eine Erhöhung 
der Aβ-Gesamtmenge oder des Verhältnisses von produziertem Aβ42 zu Aβ40 
festgestellt werden (Hardy, 1997). Aβ42 ist amyloidogener als die kürzeren 
Spezies Aβ40 und Aβ38 (Jarrett et al., 1993) und zugleich Hauptbestandteil der 
extrazellulären Amyloid-Plaques, einem der zwei neuropathologischen 
Hauptcharakteristika der AD (Haass und Selkoe, 2007) (Abb. 1.14-A). Die 
intrazellulären neurofibrillären Tangles hingegen, das zweite 
Hauptcharakteristikum der AD, bestehen aus zumeist hyperphosphoryliertem 
Tau-Protein (Abb. 1.14-B). Diese Sequestration des Mikrotubuli-assoziierten 
Tau bewirkt eine Destabilisierung eben jener, dendritischer oder axonaler 
Mikrotubuli (Friedhoff et al., 1998; Grundke-Iqbal et al., 1986). 
 
Die bereits dargelegten Erkenntnisse zur APP-Prozessierung sowie weitere 
experimentelle und genetische Befunde als auch die neuropathologisch 
darstellbare, neokortikale Progression von Amyloid-Plaques (Braak und Braak, 
1991) führten zur Formulierung der Amyloid-Kaskaden-Hypothese (Hardy und 
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Higgins, 1992; Hardy und Selkoe, 2002; Selkoe, 2001a; 2001b). Demnach 
stellen die Aβ-Peptide bzw. eine pathologische Erhöhung des Verhältnisses 
von Aβ42 zu Aβ40 die kausale Entität der AD dar. Durch Überproduktion oder 
verringerten Abbau von Aβ, Verschiebung des Schnittmusters der γ-Sekretase 
oder Veränderungen der Aβ-Oligomerisierung kommt es so vermutlich zu 
einer toxischen Schädigung der Neurone bzw. der neuronalen Synapsen. 
 
In den letzten Jahren sind insbesondere niedermolekulare Aβ-Aggregate, die 
Aβ-Oligomere, in den Fokus geraten als mutmaßlich pathogenetische       
Entität (Haass und Selkoe, 2007). So konnte unter anderem gezeigt       
werden, dass sowohl aus murinem Gewebe isolierte Aβ-Oligomere (Lesné et 
al., 2006) als auch direkt aus humanen Hirnproben gewonnene Aβ-Oligomere 
(Shankar et al., 2008) im Tiermodell Gedächtnisstörungen induzieren können. 
Erst kürzlich wurde in einer isländischen Population die erste bekannte, 
gegenüber AD protektive Mutation in APP identifiziert, welche über eine 
Verringerung des Schnittes der β-Sekretase zu einer Reduktion an Aβ-Peptiden 


















also a necessary step prior to further aggrega-
tion (Guillozet-Bongaarts et al. 2005).
Topographical Distribution
The spatiotemporal pattern of progression of
NFTs (and neuropil threads in parallel) is ra-
ther stereotypical and predictable (Arnold et al.
1991; Braak and Braak 1991; Braak et al.
2006). Briefly, the neurofibrillary degeneration
starts in the allocortex of the medial temporal
lobe (entorhinal cortex and hippocampus)
and spreads to the associative isocortex, rela-
tively sparing the primary sensory, motor, and
visual areas. In their clinicopathological study,
Braak and Braak distinguished six stages that
can be summarized in three: entorhinal, limbic,
and isocortical (Fig. 2). The first NFTs consis-
tently appear in the transentorhinal (perirhi-
nal) region (stage I) along with the entorhinal
cortex proper, followed by the CA1 region of
the hippocampus (stage II). Next, NFTs develop
and accumulate in limbic structures such as
the subiculum of the hippocampal formation
(stage III) and the amygdala, thalamus, and
claustrum (stage IV). Finally, NFTs spread to
all isocortical areas (isocortical stage), with the
associative areas being affected prior and more
severely (stage V) than the primary sensory,
motor, and visual areas (stage VI). A severe
involvement of striatum and substantia nigra
can occur during the late isocortical stage.
Of note, this neurofibrillary degeneration fol-
lows a laminar pattern affecting preferentially
the stellate neurons of layer II, the superficial
portion of layer III, and the large multipolar
neurons of layer IV within the entorhinal cor-
tex; the stratum pyramidale of CA1 and subicu-
lumwithin the hippocampal formation, and the
pyramidal neurons of layers III and Vwithin the
isocortical areas (Hyman et al. 1984; Arnold
et al. 1991; Braak and Braak 1991).
Clinicopathological Correlations
Multiple clinicopathological studies from differ-
ent groups have established that the amount and
distribution of NFTs correlate with the severity
and the duration of dementia (Arriagada et al.
1992a; Bierer et al. 1995; Go´mez-Isla et al.
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Figure 1. Photomicrographs of the core pathological lesions observed in Alzheimer and Lewy body diseases.
(A) Plaque evident on routine H&E stained section of frontal cortex; (B) tangle in a hippocampal pyramidal
neuron on routine H&E stained section; (C) silver stain highlights both a plaque and a tangle; (D) immunohis-
tochemistry against Ab highlights plaques; (E) immunohistochemistry against tau highlights tangles; (F) a cort-
ical Lewy body can be seen in a layer V neuron on a routine H&E stained section of frontal cortex.
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(A) (B) 
Abb. 1.14 Neuropathologische Hauptcharakteristika des Morbus Alzheimer 
(A) Immunhistochemische Färbung gegen Aβ mit Nachweis von z hlreichen 
Amyloid-Plaques. 
(B) Immunhistochemische Färbung gegen Tau mit Nachweis von intra-
zellulären, neurofibrillären Tangles. 
Nach	(Serrano-Pozo et al., 2011). 
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1.2.3.3 Familiäre Britische und Familiäre Dänische Demenz 
 
Sowohl bei der Familiären Britischen (FBD) als auch bei der Familiären 
Dänischen Demenz (FDD) handelt es sich um sehr seltene, dementielle 
Erkrankungen des Menschen (Del Campo und Teunissen, 2014). 
Typischerweise manifestieren sich in beiden Fällen nach dem 40. Lebensjahr 
eine zerebelläre Ataxie sowie ein progressives dementielles Syndrom. 
Neuropathologisch sind beide Erkrankungen durch eine umfassende 
Demyelinisierung, der kortikalen Ablagerung von Amyloid-Plaques mitsamt 
Amyloidangiopathie sowie durch intrazelluläre, Tau-positive Neurofibrillen 
gekennzeichnet (Mead et al., 2000; Vidal et al., 2009). 
 
Der Pathomechanismus beruht sowohl für FBD als auch für FDD auf 
Mutationen im itm2b-Gen, welches für das Bri2-Protein kodiert (Vidal et al., 
1999; 2000). In beiden Fällen wird das native STOP-Codon zerstört, so dass 








































Abb. 1.15 SPPL2a & b-abhängige RIP von Bri2 
Bri2 wird mittels SPPL2a & b-abhängiger RIP prozessiert. Dem eigentlichen 
Ectodomain Shedding durch ADAM-10 vorweggeschaltet wird das Propeptid des 
proBri2 durch Furin oder Furin-ähnliche Proteasen sekretiert. Im Falle von FBD 
und FDD ist das Bri2 STOP-Codon mutiert, so dass verlängerte Propeptide 
(orange, ABRI & ADAN) sekretiert werden. ABRI und ADAN sind amyloidogen und 
führen zur Ausbildung von Oligomeren und Plaques.  
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Volllängenprotein proBri2 enthält ein C-terminales Propeptid, welches noch 
vor Ectodomain Shedding und Intramembranproteolyse durch Furin oder 
Furin-ähnliche Proteasen sekretiert wird (Choi et al., 2004; Kim et al., 1999). 
Auf diese Weise kommt es initial sowohl bei FBD als auch FDD zur Sekretion 
des mutierten und verlängerten Bri2 Propeptids (Abb. 1.15). 
Diese verlängerten Propeptide (ABRI & ADAN) sind analog zu Aβ42 ebenfalls 
amyloidogen und führen zur Bildung von Oligomeren, Fibrillen und Amyloid-
Plaques (Akiyama et al., 2004; Marcora et al., 2014). Aufgrund der 
Amyloidformation besteht eine frappierende Ähnlichkeit bezüglich der 
molekularen Pathomechanismen zwischen FBD und FDD einerseits und der 
AD andererseits (siehe 1.2.3.2). 
 
1.2.3.4 SPP/SPPL-Proteasen in Immunologie und Infektion 
 
Proteasen der SPP/SPPL-Familie zeigen überraschend mannigfaltige 
Funktionen in immunologischen wie infektiologischen Prozessen. So ist 
beispielsweise die SPP-abhängige Proteolyse von Signalpeptiden an der 
kontinuierlichen Immunüberwachung durch das adaptive Immunsystem 
beteiligt. Hierbei werden die von SPP freigesetzten Peptide entweder über 
polymorphe MHC-I- (Hage et al., 2008) oder über nicht-polymorphe HLA-E-
Komplexe (Lemberg et al., 2001) präsentiert. Ebenso werden die N-terminalen 
Signalpeptid-Fragmente der humanen Leukozyten-Antigene (HLA) HLA-A, -B 
und -C nach ihrer Freisetzung ins Zytoplasma aktiv zurück in das ER-Lumen 
transportiert, wo sie an HLA-E binden (Braud et al., 1997). Auf diese Weise 
werden dem adaptiven Immunsystem die Expressionsniveaus der humanen 
HLAs rückgemeldet und erlauben so eine Überwachung der Körperzellen 
(Braud et al., 1998; Martoglio und Dobberstein, 1998). 
 
Infektiologisch interessant ist die Tatsache, dass das Hepatitis C Virus      
(HCV) auf die SPP-abhängige Proteolyse zurückgreift. Dabei durchläuft das         
HCV-Polyprotein eine regulierte Intramembranproteolyse durch sukzessive 
Schnitte von SP und SPP. Die SPP-abhängige Proteolyse ist notwendig für die 
korrekte Maturierung sowie für die Infektiösität von HCV (McLauchlan et al., 
2002; Okamoto et al., 2008). Daher stellt SPP auch ein mögliches drug target 
für die Therapie der Hepatitis C dar. 
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Das SPP-Orthologe des Malaria-Erregers Plasmodium falciparum, PfSPP, ist 
darüber hinaus ein potentielles drug target für die Behandlung der Malaria 
tropica. So konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der proteolytischen 
Aktivität von PfSPP zu einer drastischen Störung des Wachstums-Zyklus der 
Plasmodien führt (Marapana et al., 2012; Nyborg et al., 2006). Analog zu der 
mutmaßlichen Funktion des Säuger-SPP im Rahmen der ERAD, könnte auch 
die proteolytische Aktivität von PfSPP essentiell sein für eine ERAD-artige 
Protein-Qualitätskontrolle der Plasmodien (Harbut et al., 2012). 
 
Auch bei dem ersten, kürzlich beschriebenen Substrat von SPPL3, FVenv, 
handelt es sich um ein virales Protein (Voss et al., 2012). Bis dato gibt es 
keinerlei Hinweise auf eine humanpathogenetische Relevanz des Humanen 
Foamy Virus (HFV). Da es sich bei HFV andererseits um ein Retrovirus 
handelt, wird es als möglicher Vektor für humane Gentherapien diskutiert (Liu 
et al., 2007). Inwiefern eine Inhibition der SPPL3-abhängigen 
Intramembranproteolyse Auswirkungen auf den Wachstums-Zyklus dieses 
Virus hat, wurde bisher noch nicht untersucht. 
 
 
1.3 Proteolysemechanismen von γ -Sekretase und SPPL2b 
 
1.3.1 Sequentielle Proteolyse durch die γ-Sekretase 
 
Sowohl für die γ-Sekretase als auch für SPPL2b wurde gezeigt, dass ihre 
jeweiligen Substrate innerhalb der TMD mehrmals geschnitten werden können 
(Fluhrer et al., 2006; Qi-Takahara et al., 2005; Sastre et al., 2001). Im Falle des 
amyloidogenen Weges (siehe 1.2.1.3) produziert die γ-Sekretase ausgehend 
von APP CTFβ mehrere Aβ-Peptide unterschiedlicher Länge (Abb. 1.16), was 
sich auf den sequentiellen Proteolysemechanismus der γ-Sekretase 
zurückführen lässt: 
 
In einem ersten, endoproteolytischen Schritt wird APP innerhalb der 
Zytoplasma-nahen TMD geschnitten, wodurch die AICD bereits freisetzt wird. 
Dieser initiale ε-Schnitt erfolgt an Position 48 oder 49 der Aβ-Domäne (Abb. 




















Konsekutiv werden diese Aβ-Peptide in weiteren, sequentiellen Schnitten in 
Richtung Lumen getrimmt, mit dem ζ-Schnitt an Position 46 sowie den            
γ-Schnitten an den Positionen 38, 40 oder 42 (Funamoto et al., 2004) (Abb. 
1.16 & 1.17). 
Diese Carboxypeptidase-artigen Schnitte erfolgen jeweils im Abstand von etwa 
drei Aminosäuren bis zur Freisetzung des finalen Produktes. Die 
korrespondierenden Fragmente aus drei oder 4 Aminosäuren konnten 
massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Takami et al., 2009). Abhängig 
von der exakten Position des initialen ε-Schnittes wurden daher zwei 
Produktlinien postuliert, welche in der Freisetzung entweder von Aβ42 und 
Aβ38 (Aβ48 - Aβ45 - Aβ42 - Aβ38) oder von Aβ40 (Aβ49 - Aβ46 - Aβ43 - Aβ40) 






Abb. 1.16 Prozessierung von APP und TNFα 
Nach Ectodomain Shedding werden APP und TNFα durch die γ-Sekretase bzw. 
SPPL2b innerhalb der TMD mehrmals geschnitten. Dieser sequentielle 
Proteolysemechanismus schreitet im Falle der γ-Sekretase vom Zytosol nach 
luminal voran, bei SPPL2b in entgegengesetzter Richtung. Die Nummerierung der 
Intramembranschnitte bezieht sich stets auf die entsprechende Aminosäure-




























45/46 = ζ 38/40/42 = γ 






























1.3.2 Sequentielle Proteolyse durch SPPL2b 
 
Analog zur γ-Sekretase wurden im Falle der SPPL2b-abhängigen 
Intramembranproteolyse von TNFα ebenfalls mehrere Produkte mit 
unterschiedlicher Länge gefunden (Fluhrer et al., 2006). Aufgrund der im 
Vergleich zur γ-Sekretase invertierten Membrantopologie von SPPL2b betrifft 
dies hier jedoch die TNFα ICD, welche von luminal hin zur zytoplasmatischen 
Seite der Membran getrimmt wird (Abb. 1.16): 
Der initiale Schnitt von TNFα erfolgt vermutlich zwischen den Positionen 49 
und 50 des TNFα NTF (Abb. 1.17), woraufhin ein TNFα C-Peptid N-terminal 
beginnend mit Leucin 50 freigesetzt wird (Fluhrer et al., 2006). Mittels 
Abb. 1.17 Sequentielle Schnitte von Aβ und TNFα ICD 
Die bekannten Schnittstellen der γ-Sekretase in APP (oben) und der SPPL2b-
Protease in TNFα (unten). Sowohl APP als auch TNFα werden sequentiell mehrfach 
geschnitten, die annotierten TMDs der Substrate sind grau hinterlegt. Im Falle der 
γ-Sekretase-abhängigen Prozessierung von APP wurden zwei Produktlinien 
postuliert, die von der Position des initialen ε-Schnittes abhängen (Qi-Takahara et 
al., 2005). Nach (Fluhrer et al., 2009). 
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Radiosequenzierung wurden allerdings auch geringe Mengen eines TNFα     
C-Peptids identifiziert, welches N-terminal erst mit Histidin 52 beginnt. Die bis 
heute massenspektrometrisch nachgewiesenen Hauptprodukte der TNFα ICDs 
umfassen Peptide mit einem C-terminalen Serin 34 (TNFα ICD 1 - 34) oder 
Leucin 39 (TNFα ICD 1 - 39) (Fluhrer et al., 2006) (Abb. 1.17). 
 
Der sequentielle Proteolysemechanismus scheint zwischen SPPL2b und der   
γ-Sekretase konserviert zu sein. In Einklang hierzu führt eine Mutation des 
zum katalytischen Aspartat direkt benachbarten Glycins des GxGD-Motivs in 
beiden Proteasen sowohl zu einer Verlangsamung des initialen proteolytischen 
Schnittes als auch zu einer verlangsamten sequentiellen Konversion von Aβ 
bzw. der TNFα ICD hin zu kleineren Produkt-Spezies (Fluhrer et al., 2008). 
Als Hinweis auf einen ähnlichen Aufbau der aktiven Zentren kommt es zudem 
zu einer Kreuzreaktivität bestimmter γ-Sekretase-Inhibitoren (GSIs) mit 
Proteasen der SPP/SPPL-Familie: so inhibieren GSIs, die das aktive Zentrum 
der γ-Sekretase binden (Li et al., 2000), ebenfalls die proteolytische Aktivität 
von SPPL2b (Fluhrer et al., 2006). Andererseits existieren mit DAPT (Dovey et 
al., 2001) und (Z-LL)2-Keton (Weihofen et al., 2000) auch spezifische 
Substanzen, welche präferentiell die γ-Sekretase oder die SPP/SPPL-Proteasen 
inhibieren (Fluhrer et al., 2006; Martin et al., 2008; Weihofen et al., 2003). 
 
Aufgrund seiner präferentiellen Lokalisation an der Plasmamembran sowie 
geringen Mengen in Endolysosomen ist insbesondere SPPL2b der 
subzellulären Verteilung der γ-Sekretase sehr ähnlich, zudem sind beide 
Proteasen im Zentralnervensystem stark exprimiert. Mit TNFα als erstmalig 
identifiziertem Substrat ist daher gerade die Untersuchung des sequentiellen 
Proteolysemechanismus von SPPL2b im Vergleich zur APP-Prozessierung der 
γ-Sekretase essentiell, um potentielle Kreuzreaktionen einer Pharmakotherapie 
dieser Proteasen zu minimieren. Bisher wurden lediglich die funktionellen 
Auswirkungen des GxGD-Motivs auf beide Proteasen untersucht. Für einen 
umfassenden Vergleich der sequentiellen Proteolysemechanismen von SPPL2b 
und der γ-Sekretase ist es daher essentiell, sowohl das YD- als auch das PAL-
Motiv hinsichtlich ihrer funktionellen Relevanz für die SPPL2b-abhängige 
Intramembranproteolyse von TNFα zu charakterisieren.  




Intramembranproteolyse ist ein von Bakterien bis hin zum Menschen 
konservierter, biochemischer Mechanismus, der durch die drei Klassen der 
S2P-, der Rhomboid- und der GxGD-Intramembranproteasen katalysiert wird. 
Allen voran die γ-Sekretase als Vertreter der GxGD-Proteasen ist Gegenstand 
intensiver medizinischer Forschung, da ihre Prozessierung von APP ein 
mögliches drug target zur Reduktion von neurotoxischen Aβ-Peptiden in der 
Prävention und Behandlung des Morbus Alzheimer darstellt. Ein genaues 
Verständnis der Proteolysemechanismen der GxGD-Proteasen ist unabdingbar, 
um durch die Entwicklung möglichst spezifischer γ-Sekretase-Inhibitoren oder 
-Modulatoren potentielle Kreuzreaktionen einer Pharmakotherapie mit den 
homologen SPP/SPPL-Proteasen zu minimieren. 
SPPL2b ist aufgrund seiner sehr ähnlichen subzellulären Lokalisation, seiner 
Expression im Zentralnervensystem sowie der Ähnlichkeit seiner Struktur des 
aktiven Zentrums das Enzym mit der höchsten Kreuzreaktions-
wahrscheinlichkeit in Bezug auf γ-Sekretase-Inhibitoren oder -Modulatoren. 
Unter den bekannten Substraten von SPPL2b ist TNFα von besonderem 
Interesse, da der Umsetzung von TNFα analog zur γ-Sekretase-abhängigen 
Prozessierung von APP ein sequentieller Proteolysemechanismus zugrunde 
liegt. Die Untersuchung der SPPL2b-abhängigen Prozessierung von TNFα ist 
daher sehr gut für einen Vergleich der Proteolysemechanismen beider 
Proteasen geeignet. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen zunächst die bestehenden 
Analysemethoden zur Untersuchung der SPPL2b-abhängigen Intramembran-
proteolyse von TNFα weiterentwickelt und verfeinert werden, um eine 
sensitive und robuste Detektion der Produkte, der TNFα ICDs und C-Peptide, 
zu ermöglichen. Zum einen gilt es, den zeitabhängigen Umsatz des direkten 
Substrates TNFα NTF mittels eines robusten in vitro Assays quantifizieren zu 
können. Darüber hinaus soll hierbei auch die zeitabhängige Konversion der 
TNFα ICDs abgebildet werden. Weiterhin wird die Anwendung der MALDI-
TOF Massenspektrometrie zur Identifikation von TNFα ICD und C-Peptid-
Spezies adaptiert, um möglicherweise bisher nicht nachweisbare 
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Schnittprodukte der SPPL2b-abhängigen Intramembranproteolyse von TNFα 
detektieren zu können. Insbesondere gilt es hierbei festzustellen, ob 
massenspektrometrisch der Nachweis palmitoylierter TNFα ICD-Spezies 
möglich ist. 
 
Bezüglich des Proteolysemechanismus der GxGD-Proteasen muss festgehalten 
werden, dass sowohl innerhalb der Preseniline als auch in allen SPP/SPPL-
Proteasen die Sequenzmotive YD, GxGD und PAL hoch konserviert sind,  
wobei das PAL-Motiv in SPPL-Proteasen bislang noch nicht                       
formal charakterisiert wurde. Daher ist ein weiteres Ziel  dieser Dissertation, 
die weiterentwickelten Analysemethoden auf die funktionelle 
Charakterisierung des PAL-Motivs in SPPL2b anzuwenden.  
Falls eine generelle funktionale Bedeutung des PAL-Motivs in SPPL2b 
nachgewiesen werden kann, sollen die genauen Anforderungen an die 
Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs hinsichtlich katalytischer Aktivität 
und sequentieller Konversion der TNFα ICDs bestimmt werden. Hierzu wird 
eine zielgerichtete Mutagenese des PAL-Motivs in SPPL2b vorgenommen, um 
eine Interpretation der Daten im Vergleich zur γ-Sekretase zu ermöglichen. In 
Anlehnung an die zentrale Stellung der γ-Sekretase in der Pathogenese des 
Morbus Alzheimer wird ein besonderer Fokus auf der Analyse von Mutationen 
liegen, die, sofern sie innerhalb der Preseniline auftreten, zu einer familiären 
Variante des Morbus Alzheimer führen. 
 
Anhand der experimentellen Befunde wird eine vergleichende Diskussion der 
sequentiellen Proteolysemechanismen der γ-Sekretase und SPPL2b möglich. 
Die erhobenen Daten könnten hierbei zum einen eine Basis schaffen, um die 
generelle Bedeutung des konservierten PAL-Motivs innerhalb der gesamten 
Klasse der GxGD-Intramembranproteasen zu untersuchen. Zum anderen 
könnten sie eine Grundlage darstellen für die Entwicklung von möglichst 
spezifischen γ-Sekretase-Inhibitoren oder -Modulatoren zur selektiven 
Pharmakotherapie des Morbus Alzheimer. 
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3 MATERIAL & METHODEN 
 
 
3.1 Geräte und Materialien 
 
In Tabelle 3.1 findet sich eine Aufstellung der in dieser Arbeit verwendeten 
Geräte und Materialien.  
 
Geräte & Materialien Hersteller 
37°C Inkubator (Heracell) Thermo Fisher Scientific 
Agarose-Gelelektrophoresekammer (PerfectBlue) PEQLAB 
Autoklav (Tuttnauer 3850 EL) Systec 
Chemilumineszenz-Detektor (FluorChem IS-8900) Alpha Innotech 
Filme (Universalfilm Super RX) Fuji 
Filmentwickler (Curix 60) Agfa 
Gefrierschrank -20°C Liebherr 
Gefrierschrank -80°C (HFU 80) Heraeus 
Kamera (CCD Video Camera Module) MS Laborgeräte 
Kühlschrank 4°C Elektrolux 
Lamina Flow Bench (Hera Safe HS12) Heraeus 
Magnetrührer (KMO2 basic) IKA Labortechnik 
Massenspektrometer (MALDI-TOF Voyager-DE STR) Applied Biosystems 
Mikroskop (Wilovert S 10x 4/10/20) Hund 
Mikrowelle  Bosch 
Milli-Q® Academic Millipore 
N2-Tank (Chronos) Messer Griesheim 
PCR-Maschine (Mastercycler) Eppendorf 
pH-Meter (Inolab pH Level 1) WTW 
Pipetten, serologisch (2ml, 5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt 
Pipetten (P2, P20, P200, P1000) Gilson 
Pipetten, serologisch steril (2ml, 5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt 
Pipettenspitzen (2 µl, 20 µl, 200 µl, 1 ml) Sarstedt 
Pipettenspitzen steril mit Filter (2 µl, 20 µl, 200 µl, 1 ml) Sarstedt 
Pipettierhelfer (accu-jet® pro) BRAND 
Power Supply (PowerPac™) Bio-Rad 
Reagenz- und Zentrifugenröhren (15 ml, 50 ml) Sarstedt 
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Geräte & Materialien Hersteller 
Reaktionsgefäße (500 µl, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt 
Schüttler (KM2) Edmund Bühler 
SDS-PAGE Kammer (Mini-PROTEAN 3) Bio-Rad 
Standzentrifuge (J-20XP) & Rotor (JA10) Beckman Coulter 
Thermoschüttler (Thermomixer® compact) Eppendorf 
Transfermembran (Nitrocellulose, Protran®, 0.1 µm) Whatman 
Transfermembran (PVDF, Immobilon-P, 0.45 µm) Merck Millipore 
UV-Lampe (UV/White Light Transilluminator) UVP 
Vortexer (Vortex-Genie 2) Scientific Industries 
Waage (Standard & Analytical Plus) Ohaus 
Wasserbad (Typ 1003) GFL 
Western Blot-Transferkammer (Mini Trans-Blot Cell) Bio-Rad 
Zellkultur-Platten (12 well, 60x15 mm, 100x17 mm) Nunc 
Zentrifuge (Heraeus Biofuge Pico) Thermo Fisher Scientific 
Zentrifuge 4°C (Heraeus Biofuge Fresco) Thermo Fisher Scientific 
Zentrifuge für Falcons (Heraeus Megafuge 16) Thermo Fisher Scientific 
 
 
3.2    Reagenzien 
 
Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 3.2 gelistet.  
 
Reagenz Hersteller 
1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen 
Acetonitril Merck Millipore 
Acrylamid Serva 
Agarose Invitrogen 
Alkalische Phosphatase Roche 
Amersham ECL Western Blot Detektion GE Healthcare 




Tab. 3.1 Verwendete Geräte und Materialien 
 







CHCA (α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure) Sigma 
Chloroform Merck 
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Roche 
DDM (n-Dodecyl-β-D-maltopyranoside) Sigma 
DMEM plus GlutaMax Invitrogen 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth 
Doxycyclin BD Biosciences 
DTT (Dithiotreitol) Sigma 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma 
Essigsäure Merck 
Ethidiumbromid Sigma 
FCS (fetales Kälberserum) Invitrogen 
Flag M2 Agarose Sigma 
FuGENE® HD Promega 
Glycerin (86%) Merck 
Glycin Biomol 
HCl Sigma 
I-Block Reagenz Tropix 
KCl Merck 
KH2PO4 Merck 
Lipofectamine® 2000 Invitrogen 
Methanol Merck 
NaCl Roth 
NaH2PO4  H2O Sigma 
NaOH Merck 
Nonidet P-40 (IGEPAL® CA-630) Sigma 
NucleoBond® PC 500 Macherey-Nagel 
NucleoSpin® MN-Kit Macherey-Nagel 
NucleoSpin® Plasmid-Kit Macherey-Nagel 
N-Octylglucoside Santa Cruz 




Orange G Sigma 




SeeBlue® Plus2 Standard Invitrogen 
T4 DNA Ligase Roche 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Roth 
TFA (Trifluoressigsäure) Roth 
Tricine Biomol 
Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Biomol 






Soweit möglich wurden, wenn nicht anderweitig vermerkt, sämtliche 
Reagenzien im Reinheitsgrad p.a. verwendet. 
 
 
3.3    Puffer und Lösungen 
 
Die verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tabelle 3.3 aufgeführt. 
 
Puffer & Lösungen Zusammensetzung 
Agaroselösung 1% (bzw. 2%) 
1 g/l Agarose (bzw. 2 g/l) 
in TAE-Puffer 
Aufkochen zum Lösen 
Anodenpuffer für Schägger-Gel 1x 200 mM Tris-HCl pH 8.9 
Basis-Puffer 
80% SPP Stock-Puffer 
20% Bidest H2O 
Blotpuffer 1x 
25 mM Tris 
192 mM Glycin 
Tab. 3.2 Verwendete Reagenzien 
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Puffer & Lösungen Zusammensetzung 
CaCl2-Puffer 
50 mM CaCl2  
10 mM Tris-HCl pH 8.0 
DNA-Ladepuffer 1x 
30% Glycerin 
10 mM EDTA 





10 mM Tris-HCl pH 7.6 
1 mM EDTA 
1 mM EGTA 
I-Block 
1 g/l Tropix I-Block Reagenz 
0.1% Tween 20 
in PBS 
IP/MS-Puffer 
10 mM Tris-HCl pH 8.0 
140 mM NaCl 
5 mM EDTA 
0.1% n-Octylglucoside 
Kathodenpuffer für Schägger-Gel 1x 
100 mM Tris-HCl pH 8.25 
100 mM Tricine 
0.1% SDS 
LB-Medium 
10 g/l Bacto-Trypton  
5 g/l Bacto-Yeast-Extrakt  
5 g/l NaCl 
6 g/l Agar (für LB Agarplatten)  
Autoklavieren 
Lower-Tris 1x 








137 mM NaCl 
2.7 mM KCl 
7 mM NaH2PO4 
1.5 mM KH2PO4 
Protein-A-Sepharose 
100 g/l Protein-A-Sepharose 
2 g/l BSA 
in STEN 
Schütteln für 1h bei 4°C 
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Puffer & Lösungen Zusammensetzung 
SDS-Laufpuffer 1x 
25 mM Tris 







0.16 mg/l Bromphenolblau 
Aufkochen auf 95°C zum Lösen 
SPP Stock-Puffer 
50 mM Tris-HCl pH 7.8 
50 mM Kaliumacetat 
2 mM Magnesiumacetat 
125 mM Sucrose 
1 mM DTT 
STEN 
50 mM Tris-HCl pH 7.6 
150 mM NaCl 
2 mM EDTA pH 8.0 
0.2% Nonidet P-40 
TAE 1x 
40 mM Tris 
20 mM Essigsäure 
1 mM EDTA pH 8.0 
TBST 1x 
150 mM NaCl 
50 mM Tris-HCl pH 7.6 
0.05% Tween 20 
1 M Tris-HCl pH 7.6 
121.1 g Tris 
Bidest H2O @ 1 l 
mit HCl auf pH 7.6 einstellen 
Tris-Tricine Puffer 1x 
10 mM Tris 
10 mM Tricine 
0.1% SDS 
Upper-Tris 1x 
125 mM Tris-HCl pH 6.8 
0.1% SDS 




Zum Ansetzen der Puffer und Lösungen wurde, wenn nicht anderweitig 
vermerkt, stets Bidest H2O, bezogen über eine Milli-Q
® Academic (Merck 
Millipore) Wasseraufbereitungsanlage, verwendet. 
 
 
Tab. 3.3 Verwendete Puffer und Lösungen 
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3.4    Molekularbiologische Methoden 
 
3.4.1 PCR zur Amplifikation und Mutagenese von DNA-Fragmenten 
 
Mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurden sämtliche in dieser 
Arbeit benötigten Konstrukte amplifiziert sowie unter Verwendung von 
spezifischen Oligonukleotiden zielgerichtete Mutationen eingeführt. Tabelle 
3.4 zeigt den Standardansatz einer PCR.  
 
Bestandteil Endkonzentration 
Template DNA 5 ng / µl 
Oligonukleotide 1 und 2 Je 250 nM 
dNTPs 25 µM 
Polymerase-spezifischer Puffer Nach Herstellerangabe (1x) 
Polymerase (Pfu, Stratagene oder Taq, Promega) 2.5 u oder 5 u 
Bidest H2O, autoklaviert @ 100 µl Reaktionsansatz 
 
 
Die Reaktionsansätze wurden auf Eis vorbereitet, Tabelle 3.5 zeigt das 
Standardprogramm zur Durchführung der PCR, wie es zur Klonierung der 





Schritt Temperatur Zeit / Wiederholungen 
1 T = 94°C 2 min 
2 T = 94°C 30 sec 
3 T = 45°C 30 sec 
4 T = 72°C 2:30 min 
5 GOTO 2 10 Wiederholungen 
6 T = 94°C 30 sec 
7 T = 50°C 30 sec 
8 T = 72°C 2:30 min 
9 GOTO 6 20 Wiederholungen 
10 T = 72°C 10 min 
HOLD T = 4°C ∞ 
Tab. 3.5 Standardprogramm der PCR 
Tab. 3.4 Standardansatz einer PCR 
 
MATERIAL & METHODEN 
	 59 
3.4.2 cDNA, Oligonukleotide und Konstrukte 
 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten cDNAs sind in Tabelle 3.6 
wiedergegeben. 
 
Gen Gene ID # (NCBI) Bezug Referenz 
SPPL2b 56928 Human Brain cDNA library Krawitz et al., 2005 
TNFα 7124 ATCC (Klon AAA61198) Fluhrer et al., 2006 
 
 
Für die Mutagenese und Klonierung der hier beschriebenen Konstrukte 
wurden die in Tabelle 3.7 aufgeführten Oligonukleotide eingesetzt. 
 
Name Sequenz 
SPPL2b fw EcoRI 5’ cggaattcatggtgcacgtggtctcc 3’ 
SPPL2b 280 fw BamHI 5’ cgcggatccccaacaacagcctgccc 3’ 
SPPL2b 280 rv BamHI 5’ cgcggatcctgcacttgccgaagggc 3’ 
SPPL2b HA rv XhoI 5’ ccgctcgagctaggcgtagtcgggcacgtcgtaggggtaagcggccgaggcgccaggctgggttac 3’ 
SPPL2b ΔPAL fw 5’ gtggcactggccctgatgcagcgtggccagctctacctggtgccctgcacgctggtgacg 3’ 
SPPL2b ΔPAL rv 5’ cgtcaccagcgtgcagggcaccaggtagagctggccacgctgcatcagggccagtgccac 3’ 
SPPL2b PALPIS fw 5’ ttgccagctcttccaatctccatcacctgcacgctggtgacgagctgcgctgtggcgctc 3’ 
SPPL2b PALPIS rv 5’ ggtgatggagattggaagagctggcaagccacgctgcatcagggccagtgccacgaatgt 3’ 
SPPL2b P472A fw 5’ gatgcagcgtggccaggccgctctcctctacctg 3’ 
SPPL2b P472A rv 5’ caggtagaggagagcggcctggccacgctgcatc 3’ 
SPPL2b P472G fw 5’ gatgcagcgtggccagggcgctctcctctacctg 3’ 
SPPL2b P472G rv 5’ caggtagaggagagcgccctggccacgctgcatc 3’ 
SPPL2b P472L fw 5’ gatgcagcgtggccagctcgctctcctctacctg 3’ 
SPPL2b P472L rv 5’ caggtagaggagagcgagctggccacgctgcatc 3’ 
SPPL2b A473C fw 5’ cagcgtggccagccctgcctcctctacctggtg 3’ 
SPPL2b A473C rv 5’ caccaggtagaggaggcagggctggccacgctg 3’ 
SPPL2b A473G fw 5’ cagcgtggccagcccggcctcctctacctggtg 3’ 
SPPL2b A473G rv 5’ caccaggtagaggaggccgggctggccacgctg 3’ 
SPPL2b A473L fw 5’ cagcgtggccagcccctcctcctctacctggtg 3’ 
SPPL2b A473L rv 5’ caccaggtagaggaggaggggctggccacgctg 3’ 
SPPL2b A473V fw 5’ cagcgtggccagcccgtcctcctctacctggtg 3’ 
Tab. 3.6 Verwendete cDNAs 
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Name Sequenz 
SPPL2b A473V rv 5’ caccaggtagaggaggacgggctggccacgctg 3’ 
SPPL2b L474A fw 5’ cgtggccagcccgctgctctctacctggtgccc 3’ 
SPPL2b L474A rv 5’ gggcaccaggtagagagcagcgggctggccacg 3’ 
SPPL2b L474F fw 5’ cgtggccagcccgcttttctctacctggtgccc 3’ 
SPPL2b L474F rv 5’ gggcaccaggtagagaaaagcgggctggccacg 3’ 
SPPL2b L474G fw 5’ cgtggccagcccgctggtctctacctggtgccc 3’ 
SPPL2b L474G rv 5’ gggcaccaggtagagaccagcgggctggccacg 3’ 
SPPL2b L474I fw 5’ cgtggccagcccgctattctctacctggtgccc 3’ 
SPPL2b L474I rv 5’ gggcaccaggtagagaatagcgggctggccacg 3’ 
SPPL2b L474V fw 5’ gcgtggccagcccgctgtcctctacctggtgccc 3’ 
SPPL2b L474V rv 5’ gggcaccaggtagaggacagcgggctggccacgc 3’ 
 
 
Sämtliche im Rahmen dieser Arbeit hergestellten SPPL2b-Konstrukte finden 
sich in Tabelle 3.8, zusammen mit den jeweils pro PCR benötigten 
Oligonukleotiden. 
Für eine effiziente Klonierung der SPPL2b Mutanten wurde mittels PCR (siehe 
3.4.1) zunächst ein Hilfsvektor kloniert, der die cDNA-Sequenz für die 
Aminosäuren 1 - 280 von SPPL2b enthält (SPPL2b 1 - 280 in pcDNA 
4/TO/myc/his A). Die hierbei verwendeten Restriktionsschnittstellen sind EcoRI 
und BamHI. 
In einem zweiten Schritt wurde zur Mutagenese des PAL-Motivs die cDNA-
Sequenz für die Aminosäuren 281 - 592 von SPPL2b kloniert, wozu jeweils 
drei einzelne PCR-Ansätze (siehe 3.4.1) nötig waren (Oligos siehe Tab. 3.8): 
Zunächst werden PCR 1) und 2) getrennt voneinander durchgeführt. 
Nachfolgend kann in PCR 3) die mutierte cDNA für die Aminosäuren 281 - 592 
von SPPL2b kloniert werden, wofür jeweils gleiche Mengen der beiden ersten 
PCR-Produkte unter Zugabe des fw-Oligos der PCR 1) und des rv-Oligos der 
PCR 2) verwendet werden. 
Abschließend wird das Produkt der PCR 3) in den Hilfsvektor (SPPL2b 1 - 280 
in pcDNA 4/TO/myc/his A) kloniert, um die entsprechend mutierte cDNA-
Gesamtsequenz von SPPL2b zu erhalten. Die hierbei verwendeten 
Restriktionsschnittstellen sind BamHI und XhoI. 
Tab. 3.7 Oligonukleotide 
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Konstrukt Oligonukleotide (je PCR) cDNA Zielvektor 
SPPL2b 1 - 280 
SPPL2b fw EcoRI 
SPPL2b 280 rv BamHI 
SPPL2b wt 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b ΔPAL 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b ΔPAL rv 
2) SPPL2b ΔPAL fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b PALPIS 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b PALPIS rv 
2) SPPL2b PALPIS fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b P472A  
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b P472A rv 
2) SPPL2b P472A fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b P472G 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b P472G rv 
2) SPPL2b P472G fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b P472L 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b P472L rv 
2) SPPL2b P472L fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b A473C 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b A473C rv 
2) SPPL2b A473C fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b A473G 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b A473G rv 
2) SPPL2b A473G fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
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Konstrukt Oligonukleotide (je PCR) cDNA Zielvektor 
SPPL2b A473L 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b A473L rv 
2) SPPL2b A473L fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b A473V 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b A473V rv 
2) SPPL2b A473V fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b L474A 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b L474A rv 
2) SPPL2b L474A fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b L474F 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b L474F rv 
2) SPPL2b L474F fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b L474G 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b L474G rv 
2) SPPL2b L474G fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b L474I 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b L474I rv 
2) SPPL2b L474I fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 
pcDNA 4/TO/myc/his A 
(Invitrogen) 
SPPL2b L474V 
1) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b L474V rv 
2) SPPL2b L474V fw 
SPPL2b HA rv XhoI 
3) SPPL2b 280 fw BamHI 
SPPL2b HA rv XhoI 
SPPL2b wt 
SPPL2b 1 - 280 in 





Tab. 3.8 Klonierte SPPL2b-Konstrukte 
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Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Konstrukte, die bereits im Labor 
etabliert waren, sind in Tabelle 3.9 beschrieben. 
 
 
Alle SPPL2b-Konstrukte tragen C-terminal einen HA-Tag (YPYDVPDYA), die 
Resistenz des Vektors pcDNA 4/TO/myc/his A ist Ampicillin für E. coli und 
Zeocin für eukaryotische Zellen. 
 
Die TNFα-Konstrukte tragen einen Flag-Tag (DYKDDDDK) am N-Terminus 
sowie einen V5-Tag (GKPIPNPLLGLDST) am C-Terminus. Hiervon 
ausgenommen ist das Konstrukt TNFα NTF Flag, bei dem Flag- und V5-Tag 
vertauscht sowie C-terminal Alanin und Prolin zur Stabilisierung des Proteins 
angefügt wurden. Dies ermöglicht die Detektion der TNFα C-Peptide mittels 
MALDI-TOF Massenspektrometrie (siehe 3.8). 
Die beiden Konstrukte ohne Ektodomäne, TNFα NTF und TNFα NTF Flag, 
umfassen jeweils die Aminosäuren 1 - 80 von TNFα. Für alle TNFα-Konstrukte 
wurden HindIII und XhoI als Restriktionsschnittstellen verwendet. 
Die Resistenz des Vektors pcDNA 3.1/Hygro(+) ist Ampicillin für E. coli und 
Hygromycin für eukaryotische Zellen. 
Konstrukt Beschreibung Vektor Quelle (Referenz) 
SPPL2b wt 





Prof. Regina Fluhrer 
(Krawitz et al., 2005) 
SPPL2b D421A 





Prof. Regina Fluhrer 
(Fluhrer et al., 2006) 
TNFα FL 






Prof. Regina Fluhrer 
(Fluhrer et al., 2008) 
TNFα NTF 






Prof. Regina Fluhrer 
(Fluhrer et al., 2008) 
TNFα NTF Flag 
humanes TNFα NTF 
V5-Tag N-terminal 




Prof. Regina Fluhrer 
(unpubliziert) 
Tab. 3.9 Bereits etablierte Konstrukte 
 




Agarose | DNA-Ladepuffer | DNA-Marker | NucleoSpin® MN-Kit 
Die Analyse von DNA-Fragmenten sowie die präparative Aufreinigung von 
PCR-Produkten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Für PCR-Produkte 
bis zu einer erwarteten Größe von ~ 500 Basenpaaren wurde 2%ige Agarose 
verwendet, für größere PCR-Produkte 1%ige Agarose. Vor dem Laden wurden 
die DNA-haltigen Proben mit 5x DNA-Ladepuffer versetzt, als Größenstandard 
wurde 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) eingesetzt. Unter UV-Licht wurde 
die Ethidiumbromid-gefärbte DNA detektiert.  
Zur präparativen Aufreinigung von PCR-Produkten diente das NucleoSpin® 
MN-Kit (Macherey-Nagel). Hierzu wurden entsprechende DNA-Banden unter 




3.4.4 Spaltung, Dephosphorylierung und Ligation von DNA 
 
EcoRI, HindIII, XhoI | Alkalische Phosphatase | T4 DNA Ligase | Ligationspuffer 
Im Rahmen der SPPL2b-Klonierungen erfolgte die Spaltung von DNA mittels 
spezifischer Restriktionsendonukleasen: verwendet wurden EcoRI und XhoI 
(beide New England Biolabs, 20 U/µl), im Fall von TNFα-Klonierungen auch 
HindIII (Fermentas, 10 U/µl). Zu etwa 1 bis 5 µg DNA wurden je 1 µl 
Restriktionsendonuklease sowie entsprechender Enzym-Puffer (nach 
Herstellerangaben) zugegeben und für mindestens 1 h oder über Nacht bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurden die gespaltenen DNA-Fragmente 
wiederum mittels NucleoSpin® MN-Kit (Macherey-Nagel) nach 
Herstellerangaben aus der Lösung aufgereinigt. 
 
Linearisierte Vektoren wurden zur Verhinderung einer Autoligation vor 
Verwendung zusätzlich am 3’-Ende dephosphoryliert. Hierzu wurde je 1 µg 
Vektor-DNA nach Herstellerangaben mit 2 µl Alkalischer Phosphatase (Roche, 
1 U/µl) und Dephosphorylierungspuffer (Roche) versetzt und über Nacht bei 
37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die dephosphorylierte DNA wiederum 
nach Herstellerangaben mittels NucleoSpin® MN-Kit aus der Lösung 
aufgereinigt. 
MATERIAL & METHODEN 
	 65 
Zur Ligation der DNA wurden etwa 100 ng linearisierter Vektor und 500 ng 
des entsprechenden Insert-Konstruktes verwendet, die mit den jeweils 
identischen Restriktionsendonukleasen gespalten worden waren. Nach Zugabe 
von 10 U T4 DNA Ligase (Roche, 5 U/µl) und 2 µl T4 DNA Ligase Puffer wurde 
der Reaktionsansatz mit autoklaviertem Bidest H2O auf ein Gesamtvolumen 
von 20 µl aufgefüllt. Anschließend erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur 
für mindestens 2 h. 
 
 
3.4.5 Herstellung von chemisch kompetenten E. coli 
 
LB-Medium | CaCl2-Puffer 
Zur Vervielfältigung der hier beschriebenen Konstrukte wurden chemisch 
kompetente E. coli DH5α hergestellt. Hierzu wurde E. coli DH5α in 100 ml   
LB-Medium angeimpft und über Nacht als Schüttelkultur bei 37°C inkubiert. 
Bei einer OD600 = 0.5 wurden die angeimpften E. coli mit 1.500 g bei 4°C 
pelletiert und anschließend in 15 ml eiskaltem CaCl2-Puffer resuspendiert. Im 
Anschluss an eine Inkubation auf Eis von 20 min wurden die Bakterien erneut 
pelletiert und in 1 ml CaCl2-Puffer mit 20% Glycerin aufgenommen. 
Die nun chemisch kompetenten E. coli DH5α wurden in Aliquots zu je 100 µl 
aufgeteilt und bei - 80°C bis zur Verwendung gelagert. 
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3.4.6 Transformation von chemisch kompetenten E. coli 
 
LB-Medium | Ampicillin | LB-Agarplatten 
Ein Aliquot chemisch kompetenter E. coli DH5α wurde auf Eis aufgetaut. Nach 
Zugabe des Ligationsansatzes (siehe 3.4.4) wurde für 10 min auf Eis inkubiert, 
so dass sich die DNA an die Bakterienoberfläche anlagern konnte. Durch einen 
nachfolgenden Hitzeschock von 60 sec bei 42°C folgte die Aufnahme der 
exogenen Plasmid-DNA in die kompetenten Zellen. Nach einer Kühlung auf 
Eis für ~ 30 Sekunden wurde 1 ml warmes LB-Medium ohne Antibiotika 
zugegeben und im Thermoschüttler bei 37°C für 30 min regeneriert. 
Anschließend wurden die transformierten Bakterien für 1 min bei 6.000 g 
abzentrifugiert und in 100 µl frischem LB-Medium aufgenommen. 
Zur Selektion wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten mit 100 µg/ml 
Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
 
3.4.7 DNA-Präparation im kleinen Maßstab 
 
LB-Medium | Ampicillin | NucleoSpin® Plasmid-Kit 
Zur Kontrollanalyse der subklonierten DNA-Fragmente sind zunächst geringe 
Mengen Plasmid-DNA ausreichend. Hierzu wurde eine Bakterienkolonie der 
LB-Agarplatte in je 3 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin (= LBAmp) 
angeimpft und über Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert. Nach 
Zentrifugation mit 6.000 g für 1 min wurde der Aufschluss des 
Bakterienpellets und die DNA-Isolation mittels NucleoSpin® Plasmid-Kit 
(Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Die Größe des Inserts wurde durch Verdau mit den entsprechenden zur 
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3.4.8 Sequenzierung von DNA 
 
Die im kleinen Maßstab gewonnene Plasmid-DNA wurde anschließend 
sequenziert, um die korrekte Klonierung und Mutagenese der Konstrukte zu 
verifizieren. Hierzu wurden die DNA-Proben entsprechend der Dienstleister-
Angaben aufbereitet und verschickt (GATC Biotech). Die durch Sanger-
Sequencing erhaltenen Sequenzen wurden anschließend mithilfe von CLC 
Main Workbench (CLC bio) analysiert. 
 
 
3.4.9 DNA-Präparation im großen Maßstab 
 
LB-Medium | Ampicillin | NucleoBond® PC 500 
Eine DNA-Präparation im großen Maßstab erfolgte mithilfe NucleoBond® PC 
500 (Macherey-Nagel). Hierzu wurde in 200 ml LBAmp-Medium ein Klon 
angeimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Nach Pelletierung bei 5.500 g 





























3.5.1 Verwendete Zelllinien und Kulturmedien 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden für sämtliche Versuche 
immortalisierte humane embryonale Nierenzellen HEK 293 (T-REx™-293, 
Invitrogen) als Ausgangszelllinie verwendet (=aTR-Zellen). Dieses 
Zellkulturmodell basiert auf der Transfektion von kultivierten Zellen aus 
humanem, embryonalem Nierengewebe mit DNA-Fragmenten des humanen 
Adenovirus 5 (Graham et al., 1977). Die Verwendung des T-REx™-Systems 
erlaubte die zeitlich kontrollierte Induktion der Genexpression (Yao et al., 
1998) der SPPL2b-Konstrukte durch Zugabe von 1 µg/ml Doxycyclin (BD 
Biosciences). Zur Inhibition der proteolytischen Aktivität von SPPL2b wurde 
bei Bedarf 30 µM (Z-LL)2-Keton (1,3-Di-(N-benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-
leucyl)aminoaceton) zugesetzt. 
Die Zelllinien wurden bei 5% CO2 und 37°C in Kultur gehalten, als 
Grundmedium diente Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) plus 
GlutaMax (Invitrogen). Dem Grundmedium wurden außerdem 10% fetales 
Kälberserum (FCS, Invitrogen) sowie 1% Penicillin/Streptomycin (PAA) 
zugesetzt. Als Selektionsmittel dienten nach Bedarf Blasticidin (5 µg/ml) und 
Zeocin (200 µg/ml, beide Invitrogen), in Tabelle 3.9 sind alle stabil 
transfizierten Zelllinien aufgeführt. Die Zelllinien TR - , TR SPPL2b wt und    
TR SPPL2b D421A, bei der eines der katalytisch aktiven Aspartate von SPPL2b 
zu einem Alanin mutiert ist, waren im Labor vorhanden und wurden bereits 
beschrieben (Krawitz et al., 2005; Fluhrer et al., 2006). 
 
 
3.5.2 Stabile Transfektion von TR-Zellen 
 
Zur Etablierung der stabilen TR-Zellen mit Expression der entsprechenden 
SPPL2b-Konstrukte wurden T-REx™-293 Zellen bis zu einer Konfluenz von 
75% kultiviert. Die Transfektion von 1 - 2 µg des entsprechenden 
Expressionsvektors wurde mit 4 µl Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Kurz gefasst wurden hierbei zunächst die 
DNA und Lipofectamine® jeweils separat in 500 µl Opti-MEM® (Invitrogen) 
aufgenommen und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
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wurden beide Ansätze gemischt, für weitere 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert und vorsichtig auf die Zellen pipettiert. Die nachfolgende Selektion 
von positiven Klonen geschah durch Zugabe des Selektionsmittels Zeocin 24 h 
nach Transfektion. Zur Gewinnung von Einzelzellklonen wurden die Zellen 
durch starke Verdünnung vereinzelt, auf eine 10 cm Zellkultur-Platte 














Name Expressionsvektor Resistenz 
TR -                -      * - Blasticidin 
TR SPPL2b wt       * pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b wt Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b D421A* pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b D421A Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b ΔPAL pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b ΔPAL Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b PALPIS pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b PALPIS Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b P472A pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b P472A Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b P472G pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b P472G Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b P472L pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b P472L Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b A473C pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b A473C Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b A473G pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b A473G Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b A473L pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b A473L Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b A473V pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b A473V Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b L474A pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b L474A Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b L474F pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b L474F Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b L474G pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b L474G Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b L474I pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b L474I Blasticidin/Zeocin 
TR SPPL2b L474V pcDNA 4/TO/myc/his A | SPPL2b L474V Blasticidin/Zeocin 
Tab. 3.9 Stabile Zelllinien 
* Die stabilen Zelllinien TR - , TR SPPL2b wt und TR SPPL2b D421A waren bereits 
aaim Labor vorhanden. 
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3.5.3 Transiente Transfektion von TR-Zellen 
 
Um SPPL2b zusammen mit einem Substrat TNFα zu koexprimieren, wurden 
die TR-Zellen mit dem entsprechenden TNFα-Konstrukt transient transfiziert. 
Hierzu wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin beschichtete 6 cm Zellkultur-Platten 
ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 75% kultiviert. 
Die Transfektion von 1 - 2 µg der Plasmid-DNA erfolgte nach 
Herstellerangaben, entweder mittels Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) oder 
FuGENE® HD (Promega). Nach 24 h erfolgte ein Austausch des Mediums und 
die Expression des SPPL2b-Konstruktes wurde durch Doxycyclin für 
mindestens 48 h induziert. 
Anschließend erfolgte die Absammlung der Zellproben für die nachfolgenden 
proteinbiochemischen Versuche auf Eis. Nach Waschen mit eiskaltem 1x PBS 
wurden die Zellen abgeschabt und bei 3.000 g und 4°C für 5 min pelletiert. 
 
 
3.5.4 Kryokonservierung von TR-Zellen 
 
Einfriermedium 
Zur Kryokonservierung wurden 10 cm Zellkultur-Platten mit TR-Zellen bis zur 
Konfluenz inkubiert, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und für 5 min bei 500 g 
abzentrifugiert. Die Pellets wurden in je 1 ml Einfriermedium vorsichtig 
resuspendiert, in Gefrierröhrchen transferiert und sofort auf Eis gelagert. Nach 
Einfrieren bei -80°C wurden die Kryokonserven zur Langzeitaufbewahrung in 



















3.6.1 Präparation von Zellmembranen 
 
Hypoton-Puffer | cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) | Basis-Puffer  
Zur Isolierung von Zellmembranen wurden die entsprechenden Zellpellets in 
800 µl Hypoton-Puffer mit 1x Protease-Inhibitor (cOmplete Protease Inhibitor 
Cocktail, Roche) aufgenommen und für 10 min auf Eis inkubiert. Die 
geschwollenen Zellen wurden durch 15x Hindurchpressen durch eine 0.6 mm 
Kanüle aufgeschlossen. Nach Abzentrifugation von Nuclei und Mitochondrien 
bei 4°C und 2.400 g für 5 min wurde der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und erneut zentrifugiert bei 4°C und 16.000 g für   
45 min. Nach Abheben des zytosolischen Überstandes steht das 
Membranpellet zur weiteren Verfügung. 
Im Falle des Nachweises von Calnexin als Ladekontrolle wurde das Pellet 
direkt in SDS-Probenpuffer aufgenommen. 
Für den Nachweis von SPPL2b und TNFα hingegen sowie für die 
Durchführung der in vitro time course-Experimente (siehe 3.6.2) wurde das 
Pellet zunächst in 50 - 100 µl Basis-Puffer aufgenommen. 
 
 
3.6.2 In vitro time-course Analyse von SPPL2b 
 
Basis-Puffer | Chloroform | Methanol | SDS-Probenpuffer 
Um eine in vitro time-course Analyse von SPPL2b Mutanten durchzuführen, 
wurde das isolierte Membranpellet (siehe 3.6.1) in 100 µl Basis-Puffer 
aufgenommen und nachfolgend in 5 Aliquots zu je 20 µl geteilt. Die einzelnen 
Aliquots wurden jeweils für 0, 1, 2, 4 oder 6 h im Schüttler bei 37°C inkubiert. 
Nach Abschluss der individuellen Inkubationszeit wurde jede Probe bis zum 
Ende des längsten Zeitpunkts (6 h) auf Eis gelagert. 
Zur Abtrennung von Lipiden erfolgte anschließend eine Fällung der Proteine 
mit 120 µl Chloroform und Methanol (CHCl3 / MeOH 1:2) für 30 min auf Eis. 
Nach Zentrifugation bei 4°C und 16.000 g für 20 min wurde das jeweilige 
















STEN | Protein-A-Sepharose | SDS-Probenpuffer 
Die Detektion bestimmter Proteine erfolgte nach zuvoriger Anreicherung 
mittels Immunpräzipitation. Dies betraf SPPL2b aus Zelllysat (mittels 6908 
poly) sowie die extrazellulären Fragmente TNFα C-Peptid und TNFα 
Ektodomäne aus konditioniertem Medium (mittels V5 poly). 
Hierzu wurde das Ausgangsmaterial mit je 1 µl der entsprechenden 
Antikörper-Lösung sowie 20 µl Protein-A-Sepharose versetzt und über Nacht 
bei 4°C geschüttelt. Im Anschluss an die Immunpräzipitation wurden die 
Proben dreimal mit je 1ml STEN gewaschen und nachfolgend in 20 µl 2x SDS-





Acrylamid | Lower-Tris | Upper-Tris | SDS-Laufpuffer | TEMED | APS 
Zur Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Proteinmasse wurde unter 
denaturierenden Bedingungen die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) eingesetzt. Tabelle 3.11 zeigt die Zusammensetzung sowohl der 
aa 
Name Epitop Organismus Bezug 
3F10 HRP HA-Tag (YPYDVPDYA) Ratte Roche 
6908 poly HA-Tag (YPYDVPDYA) Kaninchen Sigma 
Flag M2 Flag-Tag (DYKDDDDK) Maus Roche 
V5 mono V5-Tag (GKPIPNPLLGLDST) Maus Invitrogen 
V5 poly V5-Tag (GKPIPNPLLGLDST) Kaninchen Chemicon 
α-Kaninchen HRP IgG Kaninchen Maus Promega 
α-Maus HRP IgG Maus Maus Promega 
Tab. 3.10 Antikörper 





Sammelgele als auch der 10% Trenngele, welche zur Analyse von SPPL2b 
verwendet wurden. Für die Auftrennung und Analyse sämtlicher TNFα 
Fragmente wurden Tris-Tricine Gradientengele verwendet (nach Schägger und 
von Jagow, 1987), deren Zusammensetzung in Tabelle 3.12 wiedergegeben ist.  
 
Die Vorbereitung der Gele sowie die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte 
mittels des Mini-PROTEAN 3-Systems (Bio-Rad). Zuvor in 2x SDS-
Probenpuffer aufgekochte Proben wurden mit einer Glasspritze (Hamilton) in 
die Taschen des Sammelgels gegeben. Bis zum Erreichen des Trenn- oder 
Zwischengels wurde die Elektrophorese mit einer konstanten Spannung von 
80 V durchgeführt, anschließend mit 120 V. Als Größenstandard dienten 







Bestandteil Trenngel (16 ml) Sammelgel (10 ml) 
H2O 8.0 ml 6.5 ml 
Acrylamid (40%) 4.0 ml 1.0 ml 
4x Lower-Tris 4.0 ml - 
4x Upper-Tris - 2.5 ml 
TEMED 30 µl 30 µl 
APS 30 µl 30 µl 
Bestandteil Trenngel Zwischengel Sammelgel 
H2O - 3.5 ml 4.2 ml 
Acrylamid 4 ml 1.5 ml 0.5 ml 
Glycerin 3.0 ml - - 
Kathodenpuffer 3.5 ml 2.5 ml 1.55 ml 
TEMED 65 µl 70 µl 50 µl 
APS 6.5 µl 8 µl 10 µl 
Tab. 3.11 Rezeptur für 10% SDS-Gele 
Tab. 3.12 Rezeptur für Schägger-Gele 
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3.6.6 Western Blot 
 
Isopropanol | Transfermembranen | Blotpuffer | I-Block | TBST | ECL-Reagenz 
Nach erfolgter SDS-PAGE zur Auftrennung wurden die Proteine mittels 
Western Blot detektiert. Für den Transfer der Proteine wurden im Normalfall 
Polyvinyldifluorid (PVDF)-Transfermembranen (Immobilon-P, Merck Millipore) 
verwendet, die kurz mit Isopropanol benetzt, in Bidest H2O gewaschen und in 
Blotpuffer für einige Minuten inkubiert worden waren. Der eigentliche 
Transfer erfolgte mittels des Mini-PROTEAN 3-Systems (Bio-Rad) für 1 h bei 
einer konstanten Stromstärke von 400 mA. 
Für den Nachweis der TNFα C-Peptide wurden spezielle Nitrocellulose-
Transfermembranen mit einer Porengröße von 0.1 µm (Protran®, Whatman) 
eingesetzt, wobei diese Membranen nach erfolgtem Proteintransfer zusätzlich 
für 5 min in kochendem PBS inkubiert wurden. 
 
Im Anschluss an den Proteintransfer wurden die Membranen zur Reduktion 
des Hintergrundes mit I-Block Reagenz (Tropix) für 1 h bei RT inkubiert, bevor 
über Nacht bei 4°C der gewünschte Primärantikörper zugegeben wurde   
(3F10 HRP 1:2.000; V5 mono 1:1.500; Flag M2 1:1.000 in I-Block). 
Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBST wurde wiederum für 1 h bei RT mit 
dem entsprechenden Sekundärantikörper inkubiert (α-Kaninchen HRP 
1:20.000; α-Maus HRP 1:10.000 in I-Block), welche zur Erzeugung der 
Chemilumineszenz an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt sind. Hiervon 
ausgenommen waren mit 3F10 HRP inkubierte Membranen, da dieser 
Primärantikörper bereits an HRP gekoppelt ist. 
Nach erneutem dreimaligen Waschen in 1x TBST wurden die Membranen 
mittels Amersham ECL Western Blot Detektions-Reagenz (GE Healthcare) 
nach Herstellerangaben entwickelt. Die Proteine wurden anschließend anhand 
der Chemilumineszenz auf Universalfilm Super RX (Fuji) detektiert. 
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3.7 Quantifizierung der Bandenintensität und Statistik 
 
ECL Plus-Reagenz 
Im Falle der in vitro time-course Experimente wurden nach herkömmlicher 
Entwicklung des Western Blots zusätzlich die Bandenintensitäten quantifiziert. 
Hierzu fand das Amersham ECL Plus Western Blot Detektions-System (GE 
Healthcare) gemäß Herstellerangaben Verwendung, welches eine über längere 
Zeit stabile Chemilumineszenz ermöglicht. Als Chemilumineszenz-Detektor 
wurde FluorChem IS-8900 (Alpha Innotec) genutzt, mittels der zugehörigen 
Software AlphaViewTM Q wurden die Bandenintensitäten im linearen Bereich 
erfasst und quantifiziert. Zur Subtraktion des Hintergrundes diente ein 
entsprechender Kontrollausschnitt des identischen Western Blots. 
 
Zur quantitativen Erfassung der proteolytischen Aktivität der SPPL2b 
Mutanten im Vergleich zu SPPL2b wt wurde die Umsetzung des direkten 
Substrates TNFα NTF folgendermaßen bestimmt: 
Jeweils für SPPL2b wt sowie SPPL2b Mutante getrennt voneinander wurde die 
Intensität von TNFα NTF zum Zeitpunkt t = 0 h auf 100% festgelegt. Für alle 
folgenden Zeitpunkte wurde wiederum die Intensität von TNFα NTF bestimmt 
und in Bezug gesetzt zur entsprechenden Ausgangsintensität. Auf diese Weise 
errechnet sich für die Zeitpunkte 1, 2, 4 und 6 h die jeweilige prozentuale 
Restintensität des Substrates TNFα NTF, getrennt voneinander für SPPL2b wt 
und die SPPL2b Mutante.  
 
Aus drei unabhängigen Experimenten wurde für jeden Zeitpunkt der 
Mittelwert der prozentualen Restintensitäten gebildet sowie die 
Standardabweichung (SD) berechnet. Mittels beidseitigem t-Test wurde auf 
statistisch signifikante Unterschiede zwischen SPPL2b wt und SPPL2b 
Mutante getestet, wobei die Signifikanzniveaus der p-Werte hier entsprechend 
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3.8 MALDI-TOF Massenspektrometrie 
 
Basis-Puffer | SPP Stock-Puffer | DDM | Flag M2 Agarose | IP/MS-Puffer | Matrix-Puffer 
Eine qualitative Analyse von potentiell veränderten Produkt-Spezies der TNFα 
ICDs und C-Peptide erfolgte über die MALDI-TOF Massenspektrometrie. Im 
Falle der TNFα ICDs wurden TR-Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt 
oder der entsprechenden SPPL2b Mutante transient mit N-terminal Flag-
markiertem TNFα FL transfiziert. Nach einer Inkubation von mindestens 24 h 
wurden die Zellpellets abgesammelt und wie beschrieben Zellmembranen 
präpariert (siehe 3.6.1). Nach Aufnahme in 250 µl Basis-Puffer und Inkubation 
im Thermoschüttler bei 37°C für 1 h erfolgte die Lyse durch Zugabe von 50 µl 
n-Dodecyl-β-D-maltopyranoside (DDM) 10% sowie 700 µl SPP Stock-Puffer, 
zu einer Endkonzentration von etwa 2% DDM. Die Proben wurden für 30 min 
auf Eis inkubiert und anschließend für 20 min bei 16.000 g und 4°C 
zentrifugiert. Zur Immunpräzipitation der TNFα ICDs erfolgte die Zugabe von 
10 µl Flag M2 Agarose zum löslichen Überstand. 
 
Im Falle der TNFα C-Peptide wurde analog transient transfiziert mit C-terminal 
Flag AP-markiertem TNFα NTF, um eine unspezifische Degradation der          
C-Peptide im Medium zu verhindern. Nach einer Inkubation von mindestens 
24 h wurde das konditionierte Medium abgenommen, für 30 min bei 5.500 g 
und 4°C zentrifugiert und der Überstand mit 20 µl Flag M2 Agarose versetzt. 
 
Die Immunpräzipitation aller Proben erfolgte über Nacht bei 4°C, im 
Anschluss wurde dreimal mit IP/MS-Puffer und zweimal mit Bidest H2O 
gewaschen. Zur Elution gebundener Peptide wurden zu der Flag M2 Agarose 
10 µl Matrix-Puffer hinzugegeben, wovon 6x 0.8 µl auf eine Probenplatte 
aufgetragen wurden. Die Analyse der Peptide erfolgte durch Dr. Akio 
Fukumori mit einem MALDI-TOF Voyager-DE STR (Applied Biosystems) 
Massenspektrometer im linearen Modus und externer Kalibration. Die 
Rohdaten wurden mittels Data Explorer® (Applied Biosystems) und GPMAW 
(Lighthouse data) ausgewertet und auf die Masse der TNFα ICD 1 - 39 bzw. 
des TNFα C-Peptids 50 normiert.  




4.1  Weiterentwickelte Analysemethoden zur Untersuchung   
der Intramembranproteolyse von TNFα 
 
Unter den bekannten Substraten von SPPL2b ist TNFα von besonderem 
Interesse, da der Umsetzung von TNFα analog zur γ-Sekretase-abhängigen 
Prozessierung von APP ein sequentieller Proteolysemechanismus zugrunde zu 
liegen scheint (siehe auch 1.2.2.4 & 1.3.2). Vermutlich beginnt die SPPL2b-
abhängige Intramembranproteolyse von TNFα mit einem initialen Schnitt 
zwischen den Aminosäuren 49 und 50 des TNFα NTF, woraufhin ein TNFα    
C-Peptid N-terminal beginnend mit Leucin 50 freigesetzt wird (Fluhrer et al., 
2006). Massenspektrometrisch konnten bislang TNFα ICDs mit einem            
C-terminalen Serin 34 (TNFα ICD 1 - 34) oder Leucin 39 (TNFα ICD 1 - 39) 
nachgewiesen werden (Fluhrer et al., 2006), der massenspektrometrische 
Nachweis von potentiell palmitoylierten TNFα ICDs (siehe 1.2.2.4) gelang 
bisher jedoch nicht. 
 
Eine erste Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand darin, die bereits 
etablierten Analysemethoden der SPPL2b-abhängigen Intramembran-
proteolyse von TNFα weiterzuentwickeln und zu adaptieren, um eine sensitive 
und robuste Detektion der Schnittprodukte zu gewährleisten. Zur Analyse der 
katalytischen Aktivität von SPPL2b wurden zwei unabhängige 
Untersuchungstechniken angewandt. Zum einen ein in vitro Assay (= in vitro 
time-course Analyse) zur Quantifizierung der Substratumsetzung und zur 
Untersuchung der zeitabhängigen TNFα ICD-Konversion (siehe 4.1.1), 
andererseits die MALDI-TOF Massenspektrometrie (siehe 4.1.2) zur 
eindeutigen Identifikation der verschiedenen TNFα Produkt-Spezies. 
 
 
4.1.1 Nachweis der TNFα ICD-Konversion mittels                               
in vitro time-course Analyse 
 
Um nachfolgend den Einfluss von Mutationen des PAL-Motivs auf die 
katalytische Aktivität von SPPL2b quantifizieren sowie die Konversion der 
TNFα ICDs genauer studieren zu können, ist eine Beobachtung des zeitlichen 
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Verlaufs der Intramembranproteolyse von TNFα nötig. Hierzu wurde die in 
vitro time-course Analyse (nach Fluhrer et al., 2008) angewendet (siehe 3.6.2). 
Die Adaptierung dieses in vitro Assays beinhaltete hier einerseits die 
Festlegung auf die wesentlichen Messzeitpunkte des time courses, was die 
standardisierte Beobachtung der Umsetzung des direkten Substrates TNFα 
NTF durch verschiedene Mutanten im Vergleich ermöglicht. Anderseits wurde 
die Acrylamid-Konzentration innerhalb der Trenngel-Fraktion des Tris-Tricine 
Gradientengels erhöht (siehe 3.6.5), um im Rahmen der TNFα ICD-Konversion 
potentiell kleinere ICD-Spezies im Western Blot (WB) nachweisen zu können. 
 
Zur Analyse wurde die Membranfraktion aus HEK293 Zellen isoliert, die den 
SPPL2b Wildtyp (SPPL2b wt) sowie das Substrat TNFα koexprimieren. Diese 
Membranpräparationen wurden für unterschiedlich lange Zeiträume bei 37°C 
inkubiert und die resultierenden TNFα-Produkte mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Die exogene Expression des Substrates TNFα FL (N-terminal 
Flag- und C-terminal V5-markiert) erlaubte den Nachweis von TNFα NTF und 
TNFα ICDs mit Hilfe eines anti-Flag Antikörpers in Membranpräparationen 
sowie der TNFα Ektodomäne mit einem anti-V5 Antikörper in Zellkultur-
überständen (zur Prozessierung von TNFα siehe 1.2.2.4). 
Die Analyse dieser Membranfraktionen zeigte eine Umsetzung des direkten 
Substrates, TNFα NTF, wie früher beschrieben (Fluhrer et al., 2008). Dies ist 
erkennbar an der im Zeitverlauf sukzessiven Abnahme der Bandenintensität 
von TNFα NTF (Abb. 4.1), welches von SPPL2b proteolytisch gespalten wird. 
Die Betrachtung der intrazellulären Produkte dieser Intramembranproteolyse, 
den TNFα ICD-Spezies, zeigte für SPPL2b wt die bereits beschriebene 
Konversion (Fluhrer et al., 2008) von längeren (Peptid 1 bei Zeitpunkt 0 h) hin 
zu kürzeren ICDs (Peptide 2, 3 & 4 ab Zeitpunkt 1 h) (Abb. 4.1, links). Zu 
beachten ist hierbei, dass bereits zum Zeitpunkt 0 h Produkte (Peptid 1) 
nachweisbar sind. Dies rührt höchst wahrscheinlich aus der Tatsache, dass 
SPPL2b auch vor der in vitro Inkubation katalytisch aktiv ist und es bereits 
während der Isolation der Membranfraktion zur Proteolyse von TNFα NTF 
kommt. Mittels der hier angewandten Erhöhung der Acrylamid-Konzentration 
innerhalb der Trenngel-Fraktion gelang gleichsam der erstmalige Nachweis 
















Die proteolytische Aktivität von SPPL2b wt wies im direkten Vergleich zweier 
unabhängiger Experimente eine technisch bedingte inhärente Variabilität auf. 
So war der verbliebene TNFα NTF-Spiegel in den späten Zeitpunkten 4 und     
6 h in einem Experiment (Abb. 4.1, rechts) deutlich höher als in einer anderen, 
unabhängigen time-course Analyse (Abb. 4.1, links). Typischerweise bleiben 
nach 1 h Inkubation noch ca. 20 - 40% des initialen TNFα NTF-Spiegels 
nachweisbar (Abb. 4.8ff). Die Hauptursache hierfür ist in der transienten 
Transfektion von TNFα zu sehen. Aufgrund der Vielzahl an zu untersuchenden 
SPPL2b Mutanten wurde die transiente Transfektion von TNFα gewählt, 
wodurch sich stets gewisse Schwankungen des Substratspiegels ergeben. 
Zusätzlich zeigte sich eine gewisse Variabilität auf Ebene der TNFα ICD-
Konversion. Hoch reproduzierbar wurden die Peptide 2 und 3 ab 1 h 
Inkubation nachgewiesen (Abb. 4.1, links & rechts). Aufgrund einer 
inkonstanten Transfereffizienz des WB können jedoch insbesondere die 
kleineren TNFα ICD-Spezies nicht reproduzierbar nachgewiesen werden. In 
Abhängigkeit der Sensitivität wurde so in einem Experiment Peptid 4 zu 
keinem Zeitpunkt nachgewiesen (Abb. 4.1, rechts), im anderen Fall bereits 
zum Zeitpunkt 1 h (Abb. 4.1, links). 
 
Um im Rahmen der Analyse der katalytischen Aktivität einzelner SPPL2b 
Mutanten die technisch bedingte Variabilität zu minimieren, wurde im 
Folgenden stets ein paarweiser Ansatz gewählt: jeweils eine SPPL2b Mutante 
Abb. 4.1 Zwei unabhängige SPPL2b wt in vitro time-course Analysen 
Stabil SPPL2b wt exprimierende HEK293 Zellen wurden transient mit TNFα FL 
kotransfiziert. Isolierte Membranfraktionen wurden in vitro für die angegebenen 
Zeiträume bei 37°C inkubiert. TNFα Fragmente wurden mittels anti-Flag WB 
detektiert. Über die Zeit kommt es zur Konversion von längeren (1) hin zu kürzeren 
(2,3,4) TNFα ICDs. Zwei unabhängige Experimente mit Tris-Tricine 































wurde im direkten Vergleich zu SPPL2b wt charakterisiert (siehe 4.2.1ff). 
Hierbei erfolgte pro Zeitpunkt eine Quantifizierung der prozentualen Abnahme 
der TNFα NTF-Spiegel in der Mutante bezogen auf das parallel durchgeführte 
Experiment mit SPPL2b wt (siehe 3.7). Eine Mittelwertbildung aus mindestens 
drei unabhängigen Experimenten ermöglichte die Erfassung von signifikanten 
Unterschieden zwischen SPPL2b wt und PAL-Motiv Mutanten im Umsatz von 
TNFα NTF (siehe 4.3.1ff). Auf diese Weise wird ebenfalls der Variabilität im 
Rahmen der Membranpräparationen und der time-course Analyse Rechnung 
getragen, da sowohl SPPL2b Mutante als auch SPPL2b wt parallel unter 
identischen Bedingungen präpariert werden. 
 
 
4.1.2   Detektion von TNFα ICDs und C-Peptiden mittels  
    MALDI-TOF Massenspektrometrie 
 
Zur qualitativen Charakterisierung der TNFα Produkte, die durch SPPL2b-
abhängige Proteolyse entstehen, und zum Nachweis potentiell veränderter 
Produkt-Spezies durch SPPL2b Mutanten wurden TNFα ICDs und TNFα          
C-Peptide mittels der Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization - time of 
flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie analysiert (siehe 3.8). 
 
Zunächst wurden zum Nachweis der TNFα ICD-Spezies SPPL2b wt und         
N-terminal Flag-markiertes TNFα FL in HEK293 Zellen koexprimiert. Die 
gebildeten TNFα ICDs wurden mittels anti-Flag Immunopräzipation isoliert 
und massenspektrometrisch identifiziert (siehe 3.8). Abbildung 4.2 gibt einen 
schematischen Überblick über die nachgewiesenen TNFα Produkt-Spezies; im 
Anhang finden sich stets die zur Identifizierung verwendeten, theoretischen 
Massen, hierbei wurde eine N-terminale Acetylierung des Start-Methionins als 
cotranslationale Modifizierung zu Grunde gelegt (Fluhrer et al., 2006). 
Die Analyse der TNFα ICD-Spezies in der Massenspektrometrie ergab eine 
Reihe charakteristischer Peptide. Unter anderem wurden die bereits 
beschriebenen TNFα ICDs 1 - 34 sowie 1 - 39 (Abb. 4.3-A, rot) nachgewiesen 
(Fluhrer et al., 2006). Interessanterweise resultieren die ICD-Spezies mit 
höchster Intensität aus der Palmitoylierung an Cystein 30 (siehe 1.2.2.4) (Abb. 



















TNFα ICDs handelt, gelang mittels Analyse eines an Cystein 30 mutiertem 
TNFα Konstrukt (Fluhrer et al., unpubliziert) (siehe 5.1.1.2). Der erstmalige 
massenspektrometrische Nachweis einer palmitoylierten TNFα ICD lässt sich 
hierbei durch die Anwendung eines adaptierten Protokolls (siehe 3.8) erklären, 
bei der auf die ursprünglich im Matrix-Puffer verwendete Ameisensäure 
(Fluhrer et al., 2006) verzichtet wurde. Auf diese Weise konnten unter 
Vermeidung einer sauren Hydrolyse palmitoylierte TNFα ICD-Spezies mittels 
MALDI-TOF identifiziert werden, welche die Aminosäuren 4 - 30, 1 - 39 und    
1 - 47 umfassen (Abb. 4.3-A, blau). 
Zum Nachweis der spezifischen SPPL2b-abhängigen Produktion dieser TNFα 
ICDs wurde TNFα FL auch in HEK293 Zellen exprimiert, die über keine 
exogene Expression der Protease SPPL2b verfügen (Abb. 4.3-B). 
Erwartungsgemäß wurden hier nur sehr geringe Mengen an Produkt-Spezies 
detektiert, und zwar die nicht palmitoylierten TNFα ICDs 1 - 39 und 1 - 42 
(Abb. 4.3-B, rot) sowie die palmitoylierte TNFα ICD 1 - 47 (Abb. 4.3-B, blau). 
Diese im Vergleich zur Situation unter Überexpression von SPPL2b wt (Abb. 
4.3-A) sehr geringen Mengen an vornehmlich längeren TNFα ICDs spricht für 
eine geringe katalytische Restaktivität, vereinbar mit dem endogenen 
Abb. 4.2 Schematische Übersicht der mittels MALDI-TOF 
Massenspektrometrie nachweisbaren TNFα Produkt-Spezies 
Die in der MALDI-TOF Massenspektrometrie gemessenen Produkt-Spezies der 
TNFα ICDs umfassen Sequenzen bis zur markierten Aminosäure und sind 
palmitoyliert (blau) oder nicht palmitoyliert (rot). Die gemessenen TNFα C-Peptide 
beginnen N-terminal entsprechend (grün). TNFα ICDs können an Cystein 30 
palmitoyliert sein (Utsumi et al., 2001) (±Palm) und tragen sehr wahrscheinlich 
eine N-terminale Acetylierung (Fluhrer et al., 2006). 
42 47 













Hintergrund an nativem SPPL2b in den verwendeten HEK293 Zellen. Im Falle 
der Leerkontrolle aus untransfizierten HEK293 Zellen (Fluhrer et al., 
































Abb. 4.3 MALDI-TOF Analyse der TNFα ICDs 
(A, B, C) Nach Kotransfektion von TNFα FL in HEK293 Zellen mit stabiler 
Expression von SPPL2b wt (A) oder ohne exogene SPPL2b-Expression (B) bzw. 
untransfizierten HEK293 Zellen (C) wurden mittels anti-Flag Immunopräzipitation 
TNFα ICDs isoliert und per MALDI-TOF MS analysiert. (C) aus (Fluhrer et al., 
unpubliziert). TNFα ICDs können an Cystein 30 palmitoyliert (Palm) sein (blau) 
oder sind nicht palmitoyliert (rot). Die zur Identifizierung gemessenen und 
berechneten Massen finden sich im Anhang (Tab. 8.1). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα Produkt-Spezies zuzuordnen. 





















Voyager Spec #1[BP = 734.6, 27173]
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Definierte TNFα C-Peptid-Spezies konnten bisher ausschließlich mittels 
Radiosequenzierung nachgewiesen werden (Fluhrer et al., 2006; 2008). Zur 
Detektion via MALDI-TOF MS wurde ein C-terminal Flag AP-markiertes TNFα 































Abb. 4.4 MALDI-TOF Analyse der TNFα C-Peptide 
(A, B, C) Zur Detektion der TNFα C-Peptide wurde ein C-terminal Flag AP-
markiertes TNFα NTF in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt (A) 
oder ohne exogene SPPL2b-Expression (B) transient kotransfiziert bzw. 
untransfizierte HEK293 Zellen (C) verwendet, anti-Flag immunopräzipitiert und per 
MALDI-TOF MS analysiert. (C) aus (Fluhrer et al., unpubliziert). Die Produkte 
stellen C-Peptide dar, deren N-Termini mit den Aminosäuren 50, 51, 52, 53, 55 
oder 60 beginnen. Die zur Identifizierung gemessenen und berechneten Massen 
finden sich im Anhang (Tab. 8.1). 





































































































































Prolin vor Degradation des C-Peptids durch Carboxypeptidasen des Mediums 
schützen. Die Koexpression dieses Konstruktes mit SPPL2b wt in HEK293 
Zellen ermöglichte nach anti-Flag Immunpräzipitation aus konditioniertem 
Medium (siehe 3.8) erstmals den massenspektrometrischen Nachweis von 
TNFα C-Peptiden. Neben den bereits bekannten TNFα C-Peptiden beginnend 
ab den Aminosäuren 50 und 52 (Fluhrer et al., 2006) konnten erstmalig neue 
TNFα C-Peptide nachgewiesen werden, die mit den Aminosäuren 51, 53, 55 
oder 60 beginnen (Abb. 4.4-A). Die letztgenannte Spezies, ein TNFα C-Peptid 
beginnend mit Aminosäure 60, stellt ein neues, abundantes Produkt und damit 
das kleinste bisher beschriebene TNFα C-Peptid dar. 
Wiederum vereinbar mit dem endogenen SPPL2b-Hintergrund der 
verwendeten HEK293 Zellen wurden ohne Überexpression der Protease nur 
sehr geringe Mengen an C-Peptiden nachgewiesen (Abb. 4.4-B), nämlich die 
TNFα C-Peptide 50, 52, 55 und 60. In der Leerkontrolle aus untransfizierten 
HEK293 Zellen (Fluhrer et al., unpubliziert) wurden ebenfalls keinerlei TNFα 
C-Peptide nachgewiesen (Abb. 4.3-C). 
 
Zusammenfassend konnten durch die soeben beschriebenen, adaptierten 
Analysemethoden neue TNFα Produkt-Spezies für die SPPL2b wt Protease 
mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Auf der 
Ebene der TNFα ICDs gelang durch das Weglassen der Ameisensäure im 
Matrix-Puffer der erste massenspektrometrische Nachweis von palmitoylierten 
TNFα ICDs als Produkt der SPPL2b-abhängigen Proteolyse von TNFα. Die 
Verwendung des Flag AP-markierten TNFα NTFs ermöglichte darüber hinaus 
den massenspektrometrischen Nachweis sowohl von bekannten als auch von 
neuen TNFα C-Peptiden. In Kombination mit der zuvor beschriebenen in vitro 
time-course Analyse (siehe 4.1.1) wurde im Folgenden eine Charakterisierung 




8 6 7 
SPPL2b 9 1 2 3   8   4 5 
9 1 2 3 4 5       PS1 
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4.2  Das PAL-Motiv ist essentiell für die katalytische Aktivität  
  der SPPL2b Protease 
 
Eine Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin herauszufinden, ob das 
konservierte C-terminale PAL-Motiv von funktioneller Bedeutung für die 
katalytische Aktivität der SPPL2b Protease ist. Hierzu wurden die einzelnen 
Aminosäuren des PAL-Motivs systematisch mutiert. Anschließend wurde die 
Funktionalität dieser PAL-Motiv Varianten in Bezug auf den Umsatz des 
SPPL2b Substrates TNFα analysiert. 
 
Für den Nachweis einer grundsätzlichen funktionellen Bedeutung des PAL-
Motivs hinsichtlich der proteolytischen Aktivität von SPPL2b wurden zunächst 
zwei verschiedene SPPL2b-Varianten kloniert. Zum einen wurde das PAL-
Motiv, die Aminosäuren 472 bis 474 von SPPL2b, deletiert (SPPL2b ΔPAL), 
um die grundsätzliche Bedeutung des eigentlichen PAL-Motivs zu analysieren. 
Zum anderen wurde die Sequenz des erweiterten PAL-Motivs, die 
Aminosäuren 472 bis 477 in SPPL2b, gegen die Aminosäuren 433 bis 438 von 
PS1 ausgetauscht (SPPL2b PALPIS), um auch die Bedeutung des erweiterten 
PAL-Motivs der beiden Subfamilien zu adressieren. Das erweiterte PAL-Motiv 
wurde dabei definiert als diejenige Aminosäuresequenz, welche innerhalb der 















Abb. 4.5 Gegenüberstellung des erweiterten PAL-Motivs 
Das PAL-Motiv in TMD 9 ist innerhalb der Familie der Presenilin-Proteine, PS1 
und PS2, als PALPIS und innerhalb der SPP/SPPL-Familie als PALLYL konserviert. 
Der Ausschnitt stellt die jeweilige Aminosäuresequenz von PS1 und SPPL2b dar. 
SPPL2b besitzt N-terminale Glykosylierungs-Konsensusmotive (Y), die Pfeile 
stellen den Verlauf der Aminosäuresequenz von N- nach C-terminal dar. 
ERGEBNISSE 
	 86 
konserviert ist (Abb. 4.5). In Ermangelung guter Antikörper gegen natives 
SPPL2b wurden zur Detektion im WB sämtliche SPPL2b-Varianten C-terminal 
HA-markiert. Zur Analyse der katalytischen Aktivität der SPPL2b Mutanten 
wurde TNFα FL (N-terminal Flag- und C-terminal V5-markiert) kotransfiziert. 
In Membranpräparationen von HEK293 Zelllinien mit stabiler Expression der 
SPPL2b Mutanten zeigten sich identische Expressionslevel von TNFα FL (Abb. 
4.6). Ebenso fand sich kein Unterschied in der Menge an sezernierter TNFα 
Ektodomäne im konditionierten Medium (Abb. 4.6). Dies schließt einen Effekt 


























Abb. 4.6 Mutationen innerhalb des PAL-Motivs von SPPL2b beeinflussen 
die Prozessierung von TNFα 
HEK293 Zelllinien mit stabiler Expression von SPPL2b wt oder den 
entsprechenden SPPL2b Mutanten wurden transient mit TNFα FL kotransfiziert. In 
den hieraus isolierten Membranpräparationen wurden TNFα FL und TNFα 
Fragmente mittels anti-Flag WB nachgewiesen. SPPL2b wurde mittels anti-HA WB 
detektiert. Die TNFα Ektodomäne wurde aus konditioniertem Medium mittels anti-













































































Intramembranproteolyse (siehe 1.1.1), das Ectodomain Shedding, aus. 
Allerdings wurde das membranständige Fragment TNFα NTF, das direkte 
Substrat von SPPL2b, nur durch SPPL2b wt in nachweisbarer Menge 
umgesetzt. Wie bei der katalytisch inaktiven Mutante SPPL2b D421A (Fluhrer 
et al., 2006) akkumulierte TNFα NTF sowohl bei Koexpression von SPPL2b 
PALPIS als auch von SPPL2b ΔPAL (Abb. 4.6). 
Nur bei Expression von SPPL2b wt konnten die auf normaler Höhe 
migrierenden intrazellulären Produkte der Intramembranproteolyse, die TNFα 
ICDs, zweifelsfrei nachgewiesen werden (Abb. 4.6). Bei den im Falle der 
Mutanten SPPL2b PALPIS, SPPL2b ΔPAL sowie SPPL2b D421A bei längerer 
Exposition detektierten, leicht höher migrierenden Banden (Abb. 4.6) handelt 
es sich um einen inkonsistent auftretenden Befund, der bislang ausschließlich 
bei SPPL2b Mutanten ohne oder mit geringer katalytischer Aktivität 
nachgewiesen wurde (Fluhrer et al., unpubliziert). Vermutlich stellen dies sehr 
große TNFα ICDs dar, die nach dem initialen Schnitt des Substrates von der 
jeweiligen SPPL2b Mutante nicht mehr weiter zu kleineren ICDs prozessiert 
werden (siehe 4.2.1). Die hier verwendeten HEK293 Zellen exprimieren zudem 
endogenes SPPL2b (siehe 4.1.2), welches über eine Dimerisierung selbst mit 
katalytisch inaktiven Mutanten wie SPPL2b D421A gegebenenfalls eine 
geringe katalytische Restaktivität erklären (siehe 5.1.2) und so zur Produktion 
von höher migrierenden, größeren TNFα ICDs führen könnte. Um eine 
funktionelle Rolle des PAL-Motivs bei der sequentiellen Konversion von TNFα 
ICDs zu untersuchen (siehe 5.2.1), wurden im Folgenden die SPPL2b PAL-
Motiv Mutanten mittels in vitro time-course Analyse untersucht (siehe 4.2.1ff). 
 
Darüber hinaus zeigte SPPL2b ΔPAL, analog zu SPPL2b D421A, eine 
veränderte Maturierung der Protease im Vergleich zu allen anderen SPPL2b-
Varianten. Dies ist anhand der deutlichen Verringerung des Verhältnisses von 
maturem zu immaturem SPPL2b erkennbar. Die korrekte Faltung von 
Proteinen ist entscheidend für ihre nachfolgende Maturierung bzw. 
Komplexglykosylierung in sekretorischen Kompartimenten (Braakman und 
Bulleid, 2011). Daher könnte die fehlerhafte Maturierung von SPPL2b ΔPAL 
darauf hinweisen, dass die Deletion des PAL-Motivs zu umfangreicheren 
strukturellen Veränderungen von SPPL2b führt (siehe 5.1.2). 
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4.2.1 Deletion des PAL-Motivs führt zu katalytisch inaktivem SPPL2b 
 
Zur exakten Untersuchung der Auswirkung von SPPL2b ΔPAL auf die TNFα 
ICD-Konversion erfolgte der paarweise Vergleich mit SPPL2b wt anhand der in 
vitro time-course Analyse. 
Bei dieser Untersuchung zeigte SPPL2b ΔPAL verglichen mit SPPL2b wt eine 
starke Akkumulation des direkten Substrates TNFα NTF. Eine Abnahme des 
Substratspiegels über die Zeit war ebenfalls nicht nachweisbar (Abb. 4.7-A), 
was für eine deutlich reduzierte katalytische Aktivität von SPPL2b ΔPAL 
spricht. Die detaillierte Analyse der TNFα ICDs ergab für SPPL2b wt die 
bekannte Konversion von größeren (Peptide 2 & 3 bei Zeitpunkt 1 h) hin zu 
kleineren ICD-Spezies (Peptide 3 & 4 bei Zeitpunkt 6 h), wohingegen für 
SPPL2b ΔPAL nur ein deutlich höher migrierendes Peptid 0 nachweisbar war 
(Abb. 4.7-A). Bei diesem Peptid 0 handelt es sich vermutlich um eine sehr 
große TNFα ICD, welche von SPPL2b ΔPAL nicht weiter konvertiert werden 




















Abb. 4.7 SPPL2b ΔPAL & D421A in vitro time-course Analysen 
HEK293 Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt oder SPPL2b ΔPAL (A) 
bzw. SPPL2b D421A (B) wurden transient mit TNFα FL kotransfiziert. Isolierte 
Membranfraktionen wurden in vitro für die angegebenen Zeiträume bei 37°C 
inkubiert, im Falle von (B) mit oder ohne (Z-LL)2-Keton (30µM). TNFα Fragmente 
wurden mittels anti-Flag WB dargestellt. Über die Zeit kommt es bei SPPL2b wt 
(A) zur Konversion von längeren (1) hin zu kürzeren (2,3,4) TNFα ICDs. 
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katalytische Aktivität widerspiegeln könnte (Fluhrer et al., unpubliziert) (Abb. 
4.6). Vereinbar hiermit wird auch bei Expression der katalytisch inaktiven 
Mutante SPPL2b D421A (Fluhrer et al., 2006) im in vitro Assay ein Peptid 0 
nachgewiesen (Abb. 4.7-B), dessen Produktion durch Behandlung mit (Z-LL)2-
Keton inhibiert werden kann. Folglich wird SPPL2b ΔPAL, analog zu SPPL2b 
D421A, gegenüber TNFα NTF im Folgenden als katalytisch inaktiv eingestuft. 
 
 
4.2.2 Austausch des erweiterten PAL-Motivs stört die ICD-Konversion 
 
Wie SPPL2b ΔPAL zeigte auch die SPPL2b PALPIS-Mutante in der time-
course Analyse eine deutliche Akkumulation des TNFα NTF ohne 
nachweisbare Abnahme des Substratspiegels über die Zeit (Abb. 4.8), was für 
eine deutlich reduzierte katalytische Aktivität von SPPL2b PALPIS spricht. Der 
Vergleich der Produkte dieser Intramembranproteolyse zeigte, dass SPPL2b 
PALPIS zum Zeitpunkt 0 h qualitativ vergleichbare ICD-Spezies produziert 
(Peptid 1) wie SPPL2b wt. Diese konnten aber deutlich schlechter zu kleineren 
Spezies umgesetzt werden (Peptid 2 erst ab Zeitpunkt 2 h), was zu einer 
Akkumulation der längeren ICD-Spezies führt. 
 
Zusammenfassend scheint die Sequenzregion sowohl des konservierten als 
auch des erweiterten PAL-Motivs sehr wichtig für die katalytische Aktivität 













Abb. 4.8 SPPL2b PALPIS in vitro time-course Analyse 
HEK293 Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt oder SPPL2b PALPIS 
wurden transient mit TNFα FL kotransfiziert. Isolierte Membranfraktionen wurden 
in vitro für die angegebenen Zeiträume bei 37°C inkubiert. TNFα Fragmente 
wurden mittels anti-Flag WB dargestellt. Über die Zeit kommt es zur Konversion 
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4.3  Prolin 472 ist die sensitivste Position des PAL-Motivs   
hinsichtlich der katalytischen Aktivität von SPPL2b 
 
Nachdem die grundlegende funktionelle Bedeutung des PAL-Motivs für die 
proteolytische Aktivität von SPPL2b gezeigt worden war, sollte im Folgenden 
die genaue Anforderung an die Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs für 
die katalytische Aktivität von SPPL2b untersucht werden.  
 
Tabelle 4.1 gibt einen Überblick über die charakterisierten Mutationen für 
Prolin 472, die erste Position des PAL-Motivs in SPPL2b. Innerhalb von 
Proteinen kann Prolin aufgrund seiner heterozyklischen Struktur die 
Sekundärstruktur erheblich beeinflussen und ist als Helixdestabilisator 
beschrieben (Altmann et al., 1990). Für PS1 konnte bereits gezeigt werden, 
dass das Prolin des PAL-Motivs die restriktivste Position bezüglich der 
katalytischen Aktivität ist (Wang et al., 2006a), lediglich die Mutation zu Alanin 
erlaubte eine annähernd normale katalytische Restaktivität. In Analogie hierzu 
wurden daher für SPPL2b nur Mutationen von Prolin 472 hin zu kleinen 
aliphatischen Seitenketten analysiert, um einen direkten Vergleich der 













SPPL2b Variante: Position: Mutation zu: 
SPPL2b P472A  Alanin 
SPPL2b P472G Prolin 472 Glycin 
SPPL2b P472L  Leucin 
Tab. 4.1 Charakterisierte Mutationen von SPPL2b Prolin 472 




4.3.1 In vitro time-course Analysen für SPPL2b Prolin 472 
 
Zunächst wurde das heterozyklische Prolin 472 des PAL-Motivs durch ein 
nicht-zyklisches, aliphatisches Alanin ersetzt (SPPL2b P472A). Zur genauen 
Bestimmung der katalytischen Aktivität in Bezug auf das Substrat TNFα wurde 
SPPL2b P472A mittels der in vitro time-course Analyse mit SPPL2b wt 
hinsichtlich Umsetzung von TNFα NTF verglichen (Abb. 4.9-A). Im Zeitverlauf 
wurde hier sowohl bei Expression des Wildtyps als auch der Mutante SPPL2b 
P472A eine Umsetzung des direkten Substrates TNFα NTF beobachtet 
(Zeitpunkte 0 - 6 h). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt (siehe 3.7) zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede          
(p (1 h) = 0.058, p (2 h) = 0.228, p (4 h) = 0.260, p (6 h) = 0.167) zwischen 
SPPL2b wt und SPPL2b P472A (Abb. 4.9-B). Allerdings war die Umsetzung 
des direkten Substrates TNFα NTF im Falle der Mutante tendenziell leicht 
reduziert. Bei Expression von SPPL2b wt waren zum Zeitpunkt 1 h etwa 40% 
des ursprünglichen TNFα NTF-Spiegels nachweisbar, im Falle von SPPL2b 
P472A hingegen noch etwa 70%. Folglich ist die Aktivität von SPPL2b P472A 
bezüglich der Umsetzung von TNFα NTF eventuell tendenziell leicht reduziert. 
Auch die genaue Betrachtung der Produkt-Spezies zeigte eine annähernd 
gleichartige Konversion der TNFα ICDs im Vergleich von SPPL2b wt und 
SPPL2b P472A. In beiden Fällen war zunächst eine größere TNFα ICD (Abb. 
4.9-A, Peptid 1 zu Zeitpunkt 0 h) nachweisbar und wurde über die Zeit 
prozessiert hin zu kleineren Peptiden (Abb. 4.9-A, Peptide 2 & 3 ab Zeitpunkt  
1 h). Als möglicher Hinweis auf eine geringe Verschiebung des initialen 
Schnittmusters (siehe 5.2.2) der Mutante SPPL2b P472A fand sich eine 
zusätzliche, größere TNFα ICD zu Beginn der Inkubation (Peptid 0 bei 
Zeitpunkt 0 h), die leicht höher migriert als Peptid 1. 
 
Bei der folgenden Untersuchung wurde das heterozyklische Prolin 472 des 
PAL-Motivs durch die nicht-zyklische Aminosäure Glycin ersetzt (SPPL2b 
P472G) und auch mittels der in vitro time-course Analyse untersucht (Abb. 
4.9-C). SPPL2b P472G zeigte hier verglichen zu SPPL2b wt eine leichte 
Akkumulation des direkten Substrates TNFα NTF, was auf eine verlangsamte 
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Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte hier statistisch signifikante Unterschiede für die Zeitpunkte    
1 h & 2 h (p (1 h) ≤ 0.01, p (2 h) ≤ 0.05, p (4 h) = 0.114, p (6 h) = 0.095) 
zwischen SPPL2b wt und SPPL2b P472G (Abb. 4.9-D). So waren für SPPL2b 
wt zum Zeitpunkt 1 h etwa 20% des ursprünglichen TNFα NTF-Spiegels 
nachweisbar, im Falle von SPPL2b P472G hingegen noch über 80%. Die 
katalytische Aktivität von SPPL2b P472G bezüglich der Umsetzung von TNFα 
NTF ist folglich zu Beginn der Inkubation deutlich reduziert, gegen Ende 
allerdings scheint SPPL2b P472G aufholen zu können. 
Abb. 4.9 SPPL2b Prolin 472 in vitro time-course Analysen 
(A, C, E) Stabil SPPL2b wt oder Mutante exprimierende HEK293 Zelllinien 
wurden transient mit TNFα FL kotransfiziert. Isolierte Membranfraktionen wurden 
in vitro für die angegebenen Zeiträume bei 37°C inkubiert. TNFα Fragmente 
wurden mittels anti-Flag WB detektiert.  
(B, D, F) TNFα NTF Spiegel wurden je Zeitpunkt quantifiziert und in Relation 
gesetzt zum Ausgangsspiegel zu Zeitpunkt 0 h (n = 3, Mittelwerte ± SD). Die 
Intensität von TNFα NTF zu Zeitpunkt 0 h wurde auf 100% festgelegt. 
n.s. = nicht signifikant 
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Bei genauer Betrachtung der Produkt-Spezies zeigte sich darüber hinaus eine 
verlangsamte Konversion der TNFα ICDs hin zu kleineren Spezies im Vergleich 
von SPPL2b P472G zu SPPL2b wt (Abb. 4.9-C). Als möglichen Hinweis auf 
eine Verschiebung des initialen proteolytischen Schnittes von TNFα NTF 
durch SPPL2b P472G fand sich wiederum eine zusätzliche, größere TNFα ICD 
im Western Blot (Peptid 0 bei Zeitpunkt 0 h bis 2 h). 
 
Schlussendlich wurde das Prolin 472 des PAL-Motivs durch ein aliphatisches 
Leucin ersetzt (SPPL2b P472L). In der in vitro time-course Analyse zeigte 
SPPL2b P472L verglichen zu SPPL2b wt eine starke Akkumulation von TNFα 
NTF, eine Umsetzung des direkten Substrates im Zeitverlauf war in dieser 
Analyse zunächst nicht nachweisbar (Abb. 4.9-E). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte durchweg statistisch hoch signifikante Unterschiede              
(p (1 h) ≤ 0.001, p (2 h) ≤ 0.001, p (4 h) ≤ 0.01, p (6 h) ≤ 0.01) zwischen 
SPPL2b wt und SPPL2b P472L (Abb. 4.9-F, alle Zeitpunkte). Für SPPL2b wt 
waren bereits zum Zeitpunkt 1 h nur noch etwa 20% des ursprünglichen TNFα 
NTF-Spiegels detektierbar, im Falle von SPPL2b P472L hingegen selbst nach   
6 h noch über 80%. Folglich ist die katalytische Aktivität von SPPL2b P472L 
bezüglich der Umsetzung von TNFα NTF unter diesen Versuchsbedingungen 
mit Überexpression von Protease und Substrat hoch signifikant reduziert und 
unter physiologischen Bedingungen mutmaßlich inaktiv. 
Lediglich die genaue Betrachtung der Produkt-Spezies zeigte eine minimale 
Restkonversion von TNFα ICDs hin zu kleineren Peptiden (Peptid -1 bei 
Zeitpunkt 0 h wird konvertiert zu Peptid 0 ab Zeitpunkt 2 h). Die Entstehung 
dieser verglichen zum Wildtyp größeren TNFα ICDs (Abb. 4.9-E, Peptide          
-1 & 0 bei Zeitpunkt 0 h bzw. 2 h) lassen möglicherweise auf eine geringe 
Restaktivität der Mutante SPPL2b P472L schließen, wobei die größeren ICD-
Spezies auf eine Verschiebung des initialen proteolytischen Schnittes von 







4.3.2 Analyse der TNFα ICDs für SPPL2b Prolin 472 
 
Zum Nachweis potentiell veränderter Produkt-Spezies aufgrund der 
Mutationen von SPPL2b Prolin 472 wurden im Folgenden die TNFα ICDs und 
C-Peptide mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert (siehe 3.8). 
 
Im direkten Vergleich zu SPPL2b wt (Abb. 4.10-A) produzierte SPPL2b P472A 
identische TNFα ICDs, ohne feststellbare qualitative Unterschiede (Abb. 4.10-
B). Die TNFα ICDs mit höchster Intensität lassen sich auf die Palmitoylierung 
an Cystein 30 zurückführen (Abb. 4.10-B, blau). 
Für SPPL2b P472G konnten zwar ebenfalls keine qualitativ veränderten TNFα 
ICDs detektiert werden (Abb. 4.10-C), dafür aber deutliche quantitative 
Unterschiede hinsichtlich der Relation der Produkt-Spezies zueinander: die 
durch SPPL2b P472G vornehmlich produzierten TNFα ICDs scheinen in dieser 
Analyse 1 - 39 sowie 1 - 42 zu umfassen (Abb. 4.10-C, rot). Die bei SPPL2b wt 
dominierenden, palmitoylierten TNFα ICDs (Abb. 4.10-A, blau) konnten 
hingegen kaum identifiziert werden. 
Ähnliches gilt für die Analyse von SPPL2b P472L (Abb. 4.10-D): die hier 
produzierten TNFα ICDs umfassten die Peptide 1 - 39 sowie 1 - 42 (Abb. 4.10-
D, rot). Die palmitoylierten TNFα ICDs von SPPL2b wt (Abb. 4.10-A) wurden 
mit Ausnahme des Peptids 1 - 47 gar nicht identifiziert. 
 
Sowohl für SPPL2b P472G als auch P472L sind die Befunde zum einen 
konsistent mit einer stark reduzierten proteolytischen Aktivität der jeweiligen 
Mutante, wobei die sukzessive Abnahme der palmitoylierten ICD-Spezies (Abb. 
4.10-B,C,D) in sehr guter Korrelation zur sukzessiven Verlangsamung im 
Rahmen der entsprechenden time-course Analyse (Abb. 4.9-A bis F) steht. 
Zum anderen scheinen die Prolin-Mutanten ebenso zu einer schrittweisen, 
selektiven Reduktion der Proteolyse von palmitoylierten TNFα ICDs zu führen 
(siehe 5.2.1.4). Verglichen zu SPPL2b P472G (Abb. 4.10-C) ist das Überwiegen 
der nicht palmitoylierten TNFα ICDs für SPPL2b P472L (Abb. 4.10-D) noch 
ausgeprägter. Auch diese zunehmende Verschiebung hin zu nicht 
palmitoylierten TNFα ICDs korreliert wiederum gut mit der Störung der TNFα 
ICD-Konversion der Mutanten innerhalb der entsprechenden time-course 








































































































































































































































Abb. 4.10 MALDI-TOF Analyse der TNFα ICDs für SPPL2b Prolin 472 
Nach Kotransfektion von TNFα FL in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von 
SPPL2b wt (A) oder SPPL2b Prolin 472 Mutanten (B-D) wurden mittels anti-Flag 
Immunopräzipitation TNFα ICDs isoliert und per MALDI-TOF MS analysiert. 
Identifizierte TNFα ICDs sind palmitoyliert (blau) oder nicht palmitoyliert (rot). Das 
Schema zeigt die nachweisbaren TNFα ICDs (vgl. Abb. 4.2). Die zur Identifizierung 
gemessenen und berechneten Massen finden sich im Anhang (Tab. 8.1 & 8.2). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα ICD-Spezies zuzuordnen. 
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4.3.3 Analyse der TNFα C-Peptide für SPPL2b Prolin 472 
 
Die massenspektrometrische Analyse der TNFα C-Peptide ergab für SPPL2b 
P472A (Abb. 4.11-B), wie im Falle der TNFα ICDs, keinen Unterschied im 
Vergleich zu SPPL2b wt (Abb. 4.11-A). 
Auch im Falle von SPPL2b P472G (Abb. 4.11-C) besteht kein qualitativer 
Unterschied der TNFα C-Peptide verglichen zu SPPL2b wt. Allerdings zeigten 
sich hier für die Mutante geringere Intensitäten an TNFα C-Peptiden sowie 
eine quantitative Verschiebung des Verhältnisses von kleineren hin zu 
größeren C-Peptiden (Abb. 4.11-A&C, Verhältnis C-Peptid 50 zu 52 sowie 50 
zu 60 erhöht für SPPL2b P472G). 
Die Analyse von SPPL2b P472L ergab insgesamt noch stärker verringerte 
Intensitäten aller C-Peptide (Abb. 4.11-D) als SPPL2b P472G. Darüber hinaus 
zeigte sich ein ähnlicher Befund zur P472G Mutante, nämlich die quantitative 
Verschiebung des Verhältnisses von kleineren hin zu größeren TNFα              
C-Peptiden (Abb. 4.11-A&D, Verhältnis C-Peptid 50 zu 52 sowie 50 zu 60 
erhöht für SPPL2b P472L). Möglicherweise sind diese Verschiebungen mit 
einer reduzierten katalytischen Aktivität von SPPL2b P472G und P472L unter 
der Annahme vereinbar, dass TNFα C-Peptide gleichsam den ICDs mehrmals 
sequentiell durch SPPL2b geschnitten werden können (siehe 5.2.1). 
 
Sowohl für SPPL2b P472G als auch P472L sind die massenspektrometrischen 
Befunde der TNFα C-Peptide konsistent mit einer reduzierten proteolytischen 
Aktivität der jeweiligen Mutante. Die schrittweise Abnahme der 
Gesamtintensitäten an TNFα C-Peptiden (Abb. 4.11-B,C,D) spricht dabei für 
eine entsprechende Reduktion der Menge an sezerniertem C-Peptid und 
korreliert gut mit der sukzessiven Verlangsamung im Rahmen der jeweiligen 

























































































































































































































Abb. 4.11 MALDI-TOF Analyse der TNFα C-Peptide für SPPL2b Prolin 472 
Zur Detektion der TNFα C-Peptide wurde ein C-terminal Flag AP-markiertes TNFα 
NTF in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt (A) oder SPPL2b 
Prolin 472 Mutanten (B-D) kotransfiziert, anti-Flag immunopräzipitiert und per 
MALDI-TOF MS analysiert. Das Schema zeigt die nachweisbaren TNFα C-Peptide 
(vgl. Abb. 4.2). Die zur Identifizierung gemessenen und berechneten Massen 
finden sich im Anhang (Tab. 8.1 & 8.2). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα C-Peptid-Spezies zuzuordnen. 











4.3.4 Zusammenfassung für SPPL2b Prolin 472 
 
Vorstehend wurde die erste Position des PAL-Motivs, Prolin 472, hinsichtlich 
der Anforderungen an die Aminosäure-Seitenkette für die katalytische Aktivität 
von SPPL2b gegenüber TNFα NTF untersucht. Schlussendlich zeigte sich 
diese Position des PAL-Motivs in SPPL2b als sehr sensitiv gegenüber 
eingebrachten Mutationen, lediglich der Austausch des heterozyklischen 
Prolins zu einem kleinen, aliphatischen Alanin (SPPL2b P472A) ermöglichte 
eine nur tendenziell leicht geminderte proteolytische Aktivität gegenüber dem 
direkten Substrat TNFα NTF im Vergleich zu SPPL2b wt. 
Die Mutante SPPL2b P472G führt bereits zu einer signifikant reduzierten 
proteolytischen Aktivität gegenüber TNFα NTF zu Beginn der time-course 
Analyse sowie zu einer massenspektrometrisch nachweisbaren Reduktion an 
palmitoylierten TNFα ICDs und geringeren Mengen an C-Peptiden. 
SPPL2b P472L schließlich weist eine hoch signifikant reduzierte proteolytische 
Aktivität gegenüber TNFα NTF auf, wobei die massenspektrometrischen 
Befunde bezüglich der Produkt-Spezies noch ausgeprägter sind als für P472G. 
Unter nativen Bedingungen, ohne Überexpression von Protease und Substrat, 
ist SPPL2b P472L daher mutmaßlich katalytisch inaktiv. 











SPPL2b Variante: Position: katalytische Aktivität: 
SPPL2b wt - +++ 
SPPL2b P472A  ++ 
SPPL2b P472G Prolin 472 + 
SPPL2b P472L  - 
Tab. 4.2 Katalytische Aktivität von SPPL2b Prolin 472 Mutanten 
Übersicht aller drei analysierten Mutationen der ersten Position des PAL-Motivs in 
SPPL2b hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität gegenüber TNFα NTF.  
Graduierung beruht auf den Quantifizierungsergebnissen der einzelnen Mutanten 
im Rahmen der in vitro time-course Analysen:  
+++ normale katalytische Aktivität 
++ tendenziell leichte Reduktion der katalytischen Aktivität (p-Werte n.s.) 
+ mäßige Reduktion der katalytischen Aktivität (bester p-Wert < 0.05) 
- starke Reduktion der katalytischen Aktivität (bester p-Wert < 0.001) 
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4.4  Alanin 473 – „size does matter“ 
 
Tabelle 4.3 gibt einen Überblick über die charakterisierten Mutationen für 
SPPL2b Alanin 473. Besonders hervorzuheben ist hier SPPL2b A473C, da die 
analoge Mutation, sofern sie im PAL-Motiv von PS1 auftritt, zu einer familiären 
Form des Morbus Alzheimer (FAD) führt (Rogaeva et al., 2001). 
Darüber hinaus wurden Mutationen an der Position 473 in SPPL2b zu 
unterschiedlichen aliphatischen Seitenketten analysiert, um den 
Zusammenhang zwischen der Größe der Aminosäure-Seitenkette an dieser 
Position und der katalytischen Aktivität von SPPL2b zu untersuchen. 
Wie schon im Falle von Prolin 472 wurde bei der Auswahl der Mutationen 
darauf Wert gelegt, einen direkten Vergleich zur katalytischen Aktivität von 














SPPL2b Variante: Position: Mutation zu: 
SPPL2b A473C * 
Alanin 473 
Cystein 
SPPL2b A473G Glycin 
SPPL2b A473L Leucin 
SPPL2b A473V Valin 
Tab. 4.3 Charakterisierte Mutationen von SPPL2b Alanin 473 
Übersicht aller 4 analysierten Mutationen für die zweite Position des PAL-Motivs in 
SPPL2b. * SPPL2b A473C ist die analoge Variante zu einer aus PS1 bekannten 
Mutation des PAL-Motivs, welche zu einer familiären Form des Morbus Alzheimer 
(FAD) führt.  
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4.4.1 In vitro time-course Analysen für SPPL2b Alanin 473 
 
Zunächst wurde das aliphatische Alanin 473 des PAL-Motivs durch ein polares 
und größeres Cystein ersetzt (SPPL2b A473C), was einer bekannten FAD-
Mutation innerhalb der Preseniline entspricht (Rogaeva et al., 2001). Zur 
genauen Bestimmung der katalytischen Aktivität und der Prozessierung des 
Substrates TNFα wurde SPPL2b A473C mittels der in vitro time-course 
Analyse mit SPPL2b wt hinsichtlich Umsetzung von TNFα NTF verglichen 
(Abb. 4.12-A). Im Zeitverlauf kam es hier sowohl bei Expression des Wildtyps 
als auch der Mutante zu einer regulären Umsetzung des direkten Substrates 
TNFα NTF (Zeitpunkte 0 - 6 h). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p (1 h) = 0.352,   
p (2 h) = 0.320, p (4 h) = 0.239, p (6 h) = 0.080) zwischen SPPL2b wt und 
SPPL2b A473C (Abb. 4.12-B). Die Umsetzung des direkten Substrates TNFα 
NTF erschien im Rahmen der experimentellen Variabilität identisch, folglich 
ist die Aktivität von SPPL2b A473C bezüglich der Umsetzung von TNFα NTF 
im Vergleich zu SPPL2b wt unverändert. 
Die Analyse der Produkt-Spezies zeigte ebenfalls eine annähernd gleichartige 
Konversion der TNFα ICDs verglichen zwischen SPPL2b wt und SPPL2b 
A473C. In beiden Fällen war zunächst eine größere TNFα ICD (Abb. 4.12-A, 
Peptid 1 zu Zeitpunkt 0 h) nachweisbar und wurde über die Zeit zu kleineren 
Peptiden prozessiert (Abb. 4.12-A, Peptide 2 & 3). 
 
Nach Analyse der FAD-analogen Variante SPPL2b A473C wurde Alanin 473 in 
SPPL2b in Anlehnung an (Wang et al., 2006a) durch unterschiedlich große 
aliphatische Seitenketten ausgetauscht, hier zunächst durch Glycin (SPPL2b 
A473G). Die in vitro time-course Analyse zeigte im Vergleich von SPPL2b wt 
und SPPL2b A473G eine annähernd identische Umsetzung des direkten 
Substrates TNFα NTF im Zeitverlauf (Abb. 4.12-C, Zeitpunkte 0 - 6 h). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p (1 h) = 0.120,   
p (2 h) = 0.175, p (4 h) = 0.292, p (6 h) = 0.356) zwischen SPPL2b wt und 
SPPL2b A473G (Abb. 4.12-D). Allerdings erschien die Abnahme der TNFα 
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zu gehen als im Falle von SPPL2b wt. Möglicherweise ließe sich durch eine 
Erhöhung der Anzahl an unabhängigen Experimenten (hier n = 3) ein 
signifikanter Unterschied feststellen. 
Auch die Analyse der Produkt-Spezies zeigte eine sehr gleichartige Konversion 
von TNFα ICDs verglichen zwischen SPPL2b wt und SPPL2b A473G. In beiden 
Fällen war zunächst eine größere TNFα ICD (Peptid 1 zu Zeitpunkt 0 h) 
nachweisbar und wurde über die Zeit prozessiert hin zu kleineren Peptiden 
(Abb. 4.12-D, Peptide 2 & 3). Die qualitative Prozessierung von TNFα NTF und 
ICDs erfolgte im Rahmen der Nachweisbarkeit also nahezu identisch. 
Hinweisend auf eine leichte Erhöhung der katalytischen Aktivität von SPPL2b 
A473G wurde Peptid 3 jedoch im Falle der Mutante bereits zum Zeitpunkt 1 h 
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Bei der folgenden Untersuchung wurde das SPPL2b Alanin 473 durch ein 
größeres, aliphatisches Leucin ausgetauscht (SPPL2b A473L). Hier zeigte die 
in vitro time-course Analyse im Vergleich von SPPL2b wt und SPPL2b A473L 
eine merkliche Akkumulation des direkten Substrates TNFα NTF im Falle der 
Mutante (Abb. 4.12-E), ebenso war die Umsetzung des Substrates im 
Zeitverlauf deutlich langsamer.  
Verglichen mit SPPL2b wt zeigte die Quantifizierung der prozentualen 
Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro Zeitpunkt (siehe 3.7) für SPPL2b A473L 
statistisch signifikante Aktivitätsminderungen (p (1 h) ≤ 0.01, p (2 h) ≤ 0.05,    
Abb. 4.12 SPPL2b Alanin 473 in vitro time-course Analysen 
(A, C, E, G) Stabil SPPL2b wt oder Mutante exprimierende HEK293 Zelllinien 
wurden transient mit TNFα FL kotransfiziert. Isolierte Membranfraktionen wurden 
in vitro für die angegebenen Zeiträume bei 37°C inkubiert. TNFα Fragmente 
wurden mittels anti-Flag WB detektiert.  
(B, D, F, H) TNFα NTF Spiegel wurden je Zeitpunkt quantifiziert und in Relation 
gesetzt zum Ausgangsspiegel zu Zeitpunkt 0 h (n = 3, Mittelwerte ± SD). Die 
Intensität von TNFα NTF zu Zeitpunkt 0 h wurde auf 100% festgelegt. 
n.s. = nicht signifikant 
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p (4 h) ≤ 0.05, p (6 h) = 0.082) (Abb. 4.12-F, Zeitpunkte 1 h - 4 h). So waren für 
SPPL2b wt zum Zeitpunkt 1 h etwa 20% des ursprünglichen TNFα NTF-
Spiegels nachweisbar, im Falle von SPPL2b A473L hingegen noch etwa 80%. 
Die katalytische Aktivität von SPPL2b A473L bezüglich der Umsetzung von 
TNFα NTF ist folglich signifikant reduziert. 
Die genaue Betrachtung der Produkt-Spezies zeigte zudem eine verlangsamte 
Konversion der TNFα ICDs hin zu kleineren Spezies durch die Mutante 
(Zeitpunkte 0 - 6 h). Als Hinweis auf eine mögliche Verschiebung des initialen 
proteolytischen Schnittes von TNFα NTF fand sich auch für SPPL2b A473L 
eine zusätzliche, größere TNFα ICD im Western Blot (Abb. 4.12-E, Peptid 0 bei 
Zeitpunkt 0 h). 
 
Abschließend wurde das SPPL2b Alanin 473 durch ein größeres, aliphatisches 
Valin ausgetauscht (SPPL2b A473V). Hier zeigte die in vitro time-course 
Analyse im Vergleich von SPPL2b wt und SPPL2b A473V eine annähernd 
identische Umsetzung des direkten Substrates TNFα NTF im Zeitverlauf (Abb. 
4.12-G, Zeitpunkte 0 - 6 h).  
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p (1 h) = 0.312,  
p (2 h) = 0.229, p (4 h) = 0.126, p (6 h) = 0.419) zwischen SPPL2b wt und 
SPPL2b A473V (Abb. 4.12-H). Allerdings erschien die Abnahme der TNFα 
NTF-Spiegel im Falle der Mutante SPPL2b A473V tendenziell geringfügig 
verlangsamt zu sein im Vergleich zu SPPL2b wt. 
Ebenso zeigte die Analyse der Produkt-Spezies eine nahezu gleichartige 
Konversion von TNFα ICDs verglichen zwischen SPPL2b wt und SPPL2b 
A473V. In beiden Fällen war zunächst eine größere TNFα ICD (Abb. 4.12-G, 
Peptid 1 zu Zeitpunkt 0 h) nachweisbar und wurde über die Zeit zu kleineren 
Peptiden prozessiert (Abb. 4.12-G, Peptide 2 & 3). Lediglich zu Beginn der 
Analyse wurde für SPPL2b A473V eine zusätzliche, größere TNFα ICD 
detektiert (Peptid 0 bei Zeitpunkt 0 h), was auch bei dieser Mutante für einen 






4.4.2 Analyse der TNFα ICDs für SPPL2b Alanin 473 
 
Die massenspektrometrische Analyse der TNFα ICDs ergab für SPPL2b A473C, 
verglichen zu SPPL2b wt (Abb. 4.13-A), deutliche quantitative Unterschiede 
hinsichtlich der produzierten TNFα ICD-Spezies, abhängig von deren 
Palmitoylierungsstatus (Abb. 4.13-B): während die TNFα ICDs 1 - 39 und          
1 - 42 gut nachweisbar waren, wurden palmitoylierte TNFα ICDs kaum 
detektiert. Wie bereits bei Analyse von SPPL2b P472G und P472L (siehe 4.3.2) 
konnten die bei SPPL2b wt dominierenden, palmitoylierten TNFα ICDs (Abb. 
4.13-A, blau) hingegen kaum identifiziert werden (Abb. 4.13-B, blau). 
Sehr ähnliche Befunde wurden ebenso für alle weiteren SPPL2b Mutanten der 
Position 473 erhoben: sowohl SPPL2b A473G (Abb. 4.13-C), SPPL2b A473L 
(Abb. 4.13-D) als auch SPPL2b A473V (Abb. 4.13-E) produzierten vornehmlich 
die nicht palmitoylierten TNFα ICDs 1 - 39 sowie 1 - 42 (Abb. 4.13-C bis E, 
rot). Die palmitoylierten TNFα ICDs von SPPL2b wt (Abb. 4.13-A, blau) wurden 
mit Ausnahme des Peptids 1 - 47 kaum identifiziert, lediglich im Falle von 
SPPL2b A473C konnte zusätzlich die palmitoylierte TNFα ICD 4 - 30 detektiert 
werden (Abb. 4.13-B, blau). 
 
Diese massenspektrometrisch erhobenen Befunde könnten zum einen für eine  
reduzierte proteolytische Aktivität der jeweiligen Mutanten, zum anderen aber 
auch für eine selektive Reduktion der Proteolyse von palmitoylierten TNFα 
ICDs sprechen. Die Verschiebung hin zu nicht palmitoylierten TNFα ICDs 
korreliert hierbei für SPPL2b A473L und A473V (Abb. 4.13-D&E) gut mit der 
entsprechenden Störung der TNFα ICD-Konversion der Mutanten im Rahmen 
der time-course Analyse (Abb. 4.12-E&G), im Falle von SPPL2b A473L auch 
mit der signifikanten Verlangsamung des TNFα NTF-Umsatzes innerhalb der 
time-course Analyse (Abb. 4.12-E&F). 
In Bezug auf SPPL2b A473C und A473G (Abb. 4.13-B&C) hingegen ist die 
massenspektrometrisch nachgewiesene Verschiebung zu nicht palmitoylierten 
TNFα ICDs überraschend. Mittels der vorangegangen time-course Analysen 
(Abb. 4.12-A bis D) konnten für diese Mutanten weder ein signifikanter 
Unterschied hinsichtlich der katalytischen Aktivität gegenüber TNFα NTF noch 
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4.4.3 Analyse der TNFα C-Peptide für SPPL2b Alanin 473 
 
Für SPPL2b A473C (Abb. 4.14-B) ergab sich bei der massenspektrometrischen 
Analyse der TNFα C-Peptide mit Ausnahme des Fehlens von C-Peptid 51 
qualitativ kein Unterschied im Vergleich zu SPPL2b wt (Abb. 4.14-A), 
allerdings waren die Gesamtintensitäten sämtlicher C-Peptide deutlich 
geringer als im Falle von SPPL2b wt. Hierin besteht eine Diskrepanz zwischen 
der unauffälligen time-course Analyse (Abb. 4.12-A) einerseits sowie der 
massenspektrometrisch nachgewiesenenen, deutlichen Intensitätsabnahme 
der Produktlinien (Abb. 4.13-B & Abb. 4.14-B) andererseits. Eine mögliche 
Erklärung könnte sein, sofern die WB-basierte Detektion des in vitro Assays 
vornehmlich nicht palmitoylierte TNFα Spezies nachweist (siehe 5.1.1). 
 
Im Falle von SPPL2b A473G zeigte die Analyse der TNFα C-Peptide (Abb. 
4.14-C) zunächst ein ähnliches Bild mit einer deutlichen Verringerung der 
Gesamtintensitäten sämtlicher C-Peptide verglichen zu SPPL2b wt (Abb. 4.14-
A), hier wurde außerdem kein C-Peptid 53 detektiert. 
Abb. 4.13 MALDI-TOF Analyse der TNFα ICDs für SPPL2b Alanin 473 
Nach Kotransfektion von TNFα FL in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von 
SPPL2b wt (A) oder SPPL2b Alanin 473 Mutanten (B-E) wurden mittels anti-Flag 
Immunopräzipitation TNFα ICDs isoliert und per MALDI-TOF MS analysiert. 
Identifizierte TNFα ICDs sind palmitoyliert (blau) oder nicht palmitoyliert (rot). Das 
Schema zeigt die nachweisbaren TNFα ICDs (vgl. Abb. 4.2). Die zur Identifizierung 
gemessenen und berechneten Massen finden sich im Anhang (Tab. 8.1 & 8.3). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα ICD-Spezies zuzuordnen. 
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Allerdings führte die Mutante vermehrt zur Produktion von kleineren             
C-Peptiden, gemessen am erhöhten Verhältnis der massenspektrometrischen 
Intensitäten von C-Peptid 60 zu C-Peptid 50 (Abb. 4.14-A&C; SPPL2b wt 1 : 1, 
SPPL2b A473G 4 : 1). Unter der Annahme, dass TNFα C-Peptide gleichsam 
den ICDs mehrmals sequentiell durch SPPL2b geschnitten werden können 
(siehe 5.2.1), wäre dies ein weiteres Indiz für eine potentiell leicht erhöhte 
katalytische Aktivität von SPPL2b A473G. Dies stünde in Einklang zum 
tendenziell leicht beschleunigten Umsatz von TNFα NTF in der time-course 
Analyse (Abb. 4.12-C&D). 
 
Sowohl für SPPL2b A473L (Abb. 4.14-D) als auch SPPL2b A473V (Abb. 4.14-E) 
ergab sich hingegen kein qualitativer Unterschied im Vergleich zu SPPL2b wt 
(Abb. 4.14-A), es wurden in beiden Fällen sämtliche vom Wildtyp bekannten 
TNFα C-Peptide detektiert. 
Hier zeigten beide Mutanten allerdings eine vermehrte Produktion von 
größeren C-Peptiden, gemessen am verringerten Verhältnis der 
massenspektrometrischen Intensitäten von C-Peptid 60 zu C-Peptid 50 (Abb. 
4.14-A,D,E; SPPL2b wt 1 : 1, SPPL2b A473L 1 : 2.5, SPPL2b A473V 1 : 1.6). 
Analog zu den bereits analysierten Mutanten SPPL2b P472G & P472L könnte 
dies auf eine reduzierte katalytische Aktivität von SPPL2b A473L und A473V 
zurückzuführen sein (siehe 5.2.1). So gesehen wäre die massenspektro-
metrisch nachgewiesene Produktion von größeren TNFα C-Peptiden (Abb. 
4.14-D,E) konsistent mit der statistisch signifikanten (Abb. 4.12-E&F) bzw. 
tendenziellen (Abb. 4.12-G&H) Verlangsamung des TNFα NTF-Umsatzes im 








































































































Abb. 4.14 MALDI-TOF Analyse der TNFα C-Peptide für SPPL2b Alanin 473 
Zur Detektion der TNFα C-Peptide wurde ein C-terminal Flag AP-markiertes TNFα 
NTF in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt (A) oder SPPL2b 
Alanin 473 Mutanten (B-E) kotransfiziert, anti-Flag immunopräzipitiert und per 
MALDI-TOF MS analysiert. Das Schema zeigt die nachweisbaren TNFα C-Peptide 
(vgl. Abb. 4.2). Die zur Identifizierung gemessenen und berechneten Massen 
finden sich im Anhang (Tab. 8.1 & 8.3). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα C-Peptid-Spezies zuzuordnen. 
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4.4.4 Zusammenfassung für SPPL2b Alanin 473 	
 
In der Zusammenschau der einzelnen Alanin 473 Mutanten zeigt sich für diese 
Position des PAL-Motivs in SPPL2b eine negative Korrelation zwischen der 
Größe der Aminosäure-Seitenkette einerseits sowie der proteolytischen 
Aktivität von SPPL2b gegenüber dem direkten Substrat TNFα NTF 
andererseits. 
Dies, und die erste bekannte Mutante einer GxGD-Protease, die eventuell eine 
leicht erhöhte proteolytische Aktivität (SPPL2b A473G) aufweisen könnte, wirft 
interessante Implikationen für die Lokalisation des lateral substrate gate auf 
(siehe 5.2.2). 
Gleichsam führen sämtliche SPPL2b Alanin 473 Varianten zu einem 
deutlichen, quantitativen Shift der Produkt-Spezies hin zu nicht palmitoylierten 
TNFα ICDs sowie zu einer vermehrten Produktion von kleineren (SPPL2b 
A473C & A473G) bzw. größeren (SPPL2b A473L & A473V) TNFα C-Peptiden. 
 












SPPL2b Variante: Position: katalytische Aktivität: 
SPPL2b wt - +++ 
SPPL2b A473C  +++ 
SPPL2b A473G 
Alanin 473 
          a +++* 
SPPL2b A473L + 
SPPL2b A473V  ++ 
Tab. 4.4 Katalytische Aktivität von SPPL2b Alanin 473 Mutanten 
Übersicht aller 4 analysierten Mutationen der zweiten Position des PAL-Motivs in 
SPPL2b hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität gegenüber TNFα NTF.  
Graduierung beruht auf den Quantifizierungsergebnissen der einzelnen Mutanten 
im Rahmen der in vitro time-course Analysen:  
+++ normale katalytische Aktivität 
+++* tendenziell leichte Erhöhung der katalytischen Aktivität (p-Werte n.s.) 
++ tendenziell leichte Reduktion der katalytischen Aktivität (p-Werte n.s.) 




4.5  Leucin 474 ist kritisch für die TNFα ICD-Konversion 
 
Abschließend wurde hier die genaue Anforderung an die Aminosäure-
Seitenkette für die dritte Position des PAL-Motivs in SPPL2b analysiert, für 
Leucin 474. 
 
Tabelle 4.5 gibt einen Überblick über die charakterisierten Mutationen für 
SPPL2b Leucin 474. Besonders hervorzuheben ist hier SPPL2b L474F, da die 
analoge Mutation, sofern sie im PAL-Motiv von PS1 auftritt, zu einer familiären 
Form des Morbus Alzheimer (FAD) führt (Rogaeva et al., 2001). 
Darüber hinaus wurden als Variation des konservierten Leucin 474 Mutationen 
in SPPL2b zu verschieden großen aliphatischen Seitenketten analysiert, um 
den Zusammenhang zwischen der Größe der Aminosäure-Seitenkette und der 
katalytischen Aktivität von SPPL2b zu untersuchen. Bei der Auswahl der 
Mutationen wurde wie bereits zuvor darauf Wert gelegt, einen direkten 
Vergleich zur katalytischen Aktivität von PS1 und den dort bekannten 













SPPL2b L474I Isoleucin 
SPPL2b L474A Alanin 
SPPL2b L474G Glycin 
SPPL2b L474F * Phenylalanin 
Tab. 4.5 Charakterisierte Mutationen von SPPL2b Leucin 474 
Übersicht aller 5 analysierten Mutationen für die dritte Position des PAL-Motivs in 
SPPL2b. * SPPL2b L474F ist die analoge Variante zu einer aus PS1 bekannten 
Mutation des PAL-Motivs, welche zu einer familiären Form des Morbus Alzheimer 
(FAD) führt.  
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4.5.1 In vitro time-course Analysen für SPPL2b Leucin 474 
 
Zunächst wurde das aliphatische Leucin 474 des PAL-Motivs durch ein nur 
etwas kleineres Valin ersetzt (SPPL2b L474V). Zur genauen Bestimmung der 
katalytischen Aktivität und der Prozessierung des Substrates TNFα wurde 
SPPL2b L474V wiederum mittels der in vitro time-course Analyse mit SPPL2b 
wt hinsichtlich Umsetzung von TNFα NTF verglichen (Abb. 4.15-A). Im Falle 
von SPPL2b L474V kam es zu einer starken Akkumulation von TNFα NTF 
(Abb. 4.15-A), dessen Umsetzung im Zeitverlauf deutlich verlangsamt war 
(Zeitpunkte 0 - 6 h). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte für SPPL2b L474V verglichen mit SPPL2b wt eine statistisch 
hoch signifikante Aktivitätsminderung der Mutante über die gesamte Messzeit 
(p (1 h) ≤ 0.001, p (2 h) ≤ 0.001, p (4 h) ≤ 0.01, p (6 h) ≤ 0.01) (Abb. 4.15-B). 
Beispielsweise waren für den Wildtyp zum Zeitpunkt 1 h etwa 30% des 
ursprünglichen Substrat-Spiegels nachweisbar, im Falle der Mutante aber 
noch 100%. Folglich ist die katalytische Aktivität von SPPL2b L474V bezüglich 
der Umsetzung von TNFα NTF stark vermindert. 
Die Analyse der Produkt-Spezies zeigte bei Expression von SPPL2b wt die 
bekannte Konversion von TNFα ICDs hin zu kleineren Peptiden im Zeitverlauf 
(Abb. 4.15-A, Peptide 2 bzw. 2 & 3 ab Zeitpunkt 2 bzw. 4 h). Im Gegensatz 
dazu konnte die Mutante allerdings das initiale Schnittprodukt (Peptid 0) nur 
sehr schlecht umsetzen (Abb. 4.15-A, Peptide 0 & 1 ab Zeitpunkt 1 h). 
Insgesamt scheint das verglichen zu Leucin nur etwas kleinere Valin an 
Position 474 von SPPL2b bereits zu einer starken Akkumulation von TNFα NTF 
sowie zu einer veränderten Konversion der TNFα ICDs zu führen. 
 
In der folgenden Untersuchung wurde das aliphatische Leucin 474 des PAL-
Motivs durch eine strukturisomere Isoleucin-Seitenkette ersetzt (SPPL2b 
L474I). Hier zeigte die in vitro time-course Analyse im Zeitverlauf verglichen 
mit dem Wildtyp ebenso eine merkliche Akkumulation des direkten Substrates 
TNFα NTF für die Mutante SPPL2b L474I (Abb. 4.15-C, Zeitpunkte 0 - 6 h).  
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte für SPPL2b L474I eine statistisch signifikant (p (1 h) ≤ 0.05,   
p (2 h) ≤ 0.001, p (4 h) ≤ 0.05, p (6 h) ≤ 0.01) verminderte Aktivität verglichen 
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zu SPPL2b wt (Abb. 4.15-D, Zeitpunkte 1 - 6 h). Während für SPPL2b wt zum 
Zeitpunkt 1 h nur noch 40% des ursprünglichen Substrat-Spiegels detektiert 
wurden, waren es im Falle der Mutante noch annähernd 100%. Folglich ist die 
Aktivität von SPPL2b L474I bezüglich der Umsetzung von TNFα NTF im 
Vergleich zu SPPL2b wt stark vermindert. 
Die Analyse der Produkt-Spezies zeigte ebenso eine Verlangsamung der 
Mutante hinsichtlich der Konversion von TNFα ICDs (Abb. 4.15-C), wenn auch 
nicht so ausgeprägt wie bei SPPL2b L474V (Abb. 4.15-A). So kam es im Falle 
von SPPL2b L474I zu einer merklichen Akkumulation einer größeren TNFα 
ICD (Peptid 2 ab Zeitpunkt 1 h), welche sukzessive auch langsamer zu 
kleineren Peptiden prozessiert wurde (Abb. 4.15-C, Peptide 3 & 4 erst ab 
Zeitpunkt 4 h bzw. 6 h). Hinweise auf eine Verschiebung des initialen 
proteolytischen Schnittes finden sich für SPPL2b L474I, im Gegensatz zu 
SPPL2b L474V, hingegen nicht. 
 
Im Falle von SPPL2b L474A hingegen zeigte sich bemerkenswerterweise ein 
gänzlich anderes Bild als bei allen übrigen untersuchten SPPL2b Mutanten: 
bereits zu Beginn des in vitro Assays (Zeitpunkt 0 h) war die detektierte 
Menge an direktem Substrat TNFα NTF sehr gering, vergleichbar zur 
Substratmenge des SPPL2b wt zum Zeitpunkt 1 h. Andererseits vermochte 
SPPL2b L474A die Subtratmenge im Zeitverlauf nur noch geringfügig zu 
reduzieren (Abb. 4.15-E, Zeitpunkte 1 - 6 h). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte daher eine statistisch signifikante Verlangsamung                 
(p (1 h) ≤ 0.05, p (2 h) ≤ 0.001, p (4 h) = 0.065, p (6 h) = 0.056) des Umsatzes 
in der SPPL2b L474A in vitro Analyse (Abb. 4.15-F). Allerdings kann diese 
Form der Quantifizierung hier nicht die deutliche Zunahme des initialen 
Substratschnittes abbilden. Dieser drückt sich durch eine starke Verminderung 
der TNFα NTF-Spiegel von Beginn an (ab Zeitpunkt 0 h) aus. Da im Rahmen 
der Quantifizierung jedoch auf die Substratspiegel zum Zeitpunkt 0 h 
normalisiert wird, kann lediglich die signifikante Verlangsamung der weiteren 
Umsetzung des direkten Substrates im Zeitverlauf erfasst werden. Diese 
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zusammenhängen, im Sinne einer kompetitiven Produkthemmung bei 
gestörter, sequentieller Prozessivität (siehe 5.3.1). 
Während die Analyse der Produkt-Spezies bei Expression von SPPL2b wt die 
bekannte Konversion von TNFα ICDs hin zu kleineren Peptiden zeigte (Abb. 
4.15-E, Peptide 2, 3 & 4 ab Zeitpunkt 1 h), konnten im Falle der Mutante die 
initialen Schnittprodukte (Peptide 0 & 1) fast nicht umgesetzt werden (zu 
Zeitpunkt 6 h Peptide 0 & 1 noch dominant, nur geringe detektierbare Mengen 
an Peptid 2). In der Zusammenschau scheint SPPL2b L474A eine Entkopplung 
Abb. 4.15 SPPL2b Leucin 474 in vitro time-course Analysen 
(A, C, E, G, I) Stabil SPPL2b wt oder Mutante exprimierende HEK293 Zelllinien 
wurden transient mit TNFα FL kotransfiziert. Isolierte Membranfraktionen wurden 
in vitro für die angegebenen Zeiträume bei 37°C inkubiert. TNFα Fragmente 
wurden mittels anti-Flag WB detektiert. (G) Für den SPPL2b L474G time-course 
wurden eine kürzere (Mutante) sowie eine längere (Wildtyp) Exposition des WB 
gewählt, um vergleichbare Intensitäten zu erzielen. 
(B, D, F, H, J) TNFα NTF Spiegel wurden je Zeitpunkt quantifiziert und in Relation 
gesetzt zum Ausgangsspiegel zu Zeitpunkt 0 h (n = 3, Mittelwerte ± SD). Die 
Intensität von TNFα NTF zu Zeitpunkt 0 h wurde auf 100% festgelegt. 
n.s. = nicht signifikant 
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der enzymatischen Prozessivität zu bewirken, mit Verstärkung des initialen 
Substratschnittes und gleichzeitig massiver Beeinträchtigung der 
sequentiellen ICD-Konversion. Dies ist im Rahmen der Lokalisation des lateral 
substrate gate sowie des molekularen Proteolysemechanismus von GxGD-
Proteasen zu diskutieren (siehe 5.2.1f). Einschränkend muss jedoch erwähnt 
werden, dass hier ein klonaler Effekt nicht völlig ausgeschlossen werden kann. 
 
Aufgrund des Entkopplungsbefundes von SPPL2b L474A wurde hier das 
aliphatische Leucin 474 des PAL-Motivs durch ein noch kleineres Glycin 
ersetzt (SPPL2b L474G). Für SPPL2b L474G wurden verhältnismäßig hohe 
Mengen an TNFα NTF detektiert, welche auch nur geringfügig über die Zeit 
umgesetzt wurden (Abb. 4.15-G, kurze Exposition, Zeitpunkte 0 - 6 h). 
Die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel pro 
Zeitpunkt zeigte eine statistisch signifikante Verlangsamung (p (1 h) ≤ 0.01,    
p (2 h) ≤ 0.05, p (4 h) ≤ 0.05, p (6 h) ≤ 0.05) von SPPL2b L474G verglichen mit 
SPPL2b wt (Abb. 4.15-H). 
Passend zu dieser deutlichen Reduktion der proteolytischen Aktivität von 
SPPL2b L474G bezüglich der Umsetzung von TNFα NTF zeigte auch die 
Analyse der Produkt-Spezies, dass die Mutante das initiale Schnittprodukt 
(Abb. 4.15-G, Peptid 0) fast nicht umsetzen konnte (Peptide 0 & 1 ab Zeitpunkt 
1 h). Verglichen mit SPPL2b L474A (siehe oben) scheint SPPL2b L474G zwar 
keine drastische Verstärkung des initialen Substratschnittes zu bewirken, 
gleichwohl ist aber die sequentielle TNFα ICD-Konversion stark beeinträchtigt. 
Zudem spricht die größere TNFα ICD (Peptid 0) zu Beginn der Inkubation 
möglicherweise auch im Falle von SPPL2b L474G für einen verschobenen 
Initialschnitt des Substrates TNFα NTF. 
 
Abschließend wurde für die Position Leucin 474 die aromatische Aminosäure 
Phenylalanin getestet (SPPL2b L474F), auch dies ist eine bekannte FAD-
Mutation innerhalb der Preseniline (Rogaeva et al., 2001). Hier zeigte die in 
vitro time-course Analyse im Vergleich von SPPL2b wt und SPPL2b L474F 
zunächst eine annähernd identische Umsetzung des direkten Substrates TNFα 
NTF im Zeitverlauf (Abb. 4.15-I, Zeitpunkte 0 - 6 h). 
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Auch die Quantifizierung der prozentualen Abnahme der TNFα NTF-Spiegel 
pro Zeitpunkt zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p (1 h) = 
0.616, p (2 h) = 0.165, p (4 h) = 0.441, p (6 h) = 0.678) in der proteolytischen 
Aktivität von SPPL2b wt und SPPL2b L474F, gemessen an der Umsetzung von 
TNFα NTF (Abb. 4.15-J). 
Die Analyse der Produkt-Spezies zeigte gleichsam in beiden Fällen eine 
ähnliche Konversion von größeren TNFα ICDs hin zu kürzeren Peptiden (Abb. 
4.15-I, Peptid 0 bzw. 1 zu Zeitpunkt 0 h umgesetzt zu Peptid 3 zu Zeitpunkt     
6 h). Allerdings war die TNFα ICD-Konversion im Falle der Mutante verzögert, 
insbesondere zu Beginn der Inkubation waren verglichen zum Wildtyp längere 
TNFα ICDs nachweisbar (Peptide 0 & 1 zu den Zeitpunkten 0 - 4 h). Dies 
spricht möglicherweise für eine Verschiebung des initialen proteolytischen 
Schnittes von TNFα NTF hin zu längeren TNFα ICDs, wobei auch deren 
Konversion über die Zeit deutlich verlangsamt ist (Peptid 0 noch nachweisbar 
bis Zeitpunkt 2 h). 
Weiterhin auffällig an der ICD-Konversion der Mutante ist die Tatsache, dass 
anstelle eines Peptids 2 schon früh ein kleineres Peptid 3 nachweisbar ist 
(Abb. 4.15-I, ab Zeitpunkt 1 h). Solch eine deutliche Störung der sequentiellen 
Proteolyse könnte entsprechend einen plausiblen Pathomechanismus der FAD 
darstellen (siehe 5.3.2). Im Falle eines Presenilins mit analoger FAD-Mutation 
wäre die sequentielle, Carboxypeptidase-artige Trimmung (siehe 1.3.1) 
längerer Aß-Peptide verlangsamt, wodurch es zu einer Erhöhung des 














4.5.2 Analyse der TNFα ICDs für SPPL2b Leucin 474 
 
Für SPPL2b L474V ergab die massenspektrometrische Analyse der TNFα ICDs 
(Abb. 4.16-B), verglichen zu SPPL2b wt (Abb. 4.16-A), wiederum deutliche 
quantitative Unterschiede hinsichtlich der produzierten TNFα ICD-Spezies: 
während die TNFα ICDs 1 - 39 und 1 - 42 gut nachweisbar waren, wurde die 
TNFα ICDs 1 - 34 nicht detektiert. Außerdem konnten die bei SPPL2b wt 
dominierenden, palmitoylierten TNFα ICDs (Abb. 4.16-A, blau) kaum 
identifiziert werden (Abb. 4.16-B, blau). 
 
Auch die weiteren Mutanten SPPL2b L474I (Abb. 4.16-C), SPPL2b L474A 
(Abb. 4.16-D) sowie SPPL2b L474G (Abb. 4.16-E) produzierten vornehmlich 
die nicht palmitoylierten TNFα ICDs 1 - 39 sowie 1 - 42 (Abb. 4.16-C,D,E, rot). 
Die palmitoylierten TNFα ICDs von SPPL2b wt (Abb. 4.16-A, blau) wurden mit 
Ausnahme des Peptids 1 - 47 kaum identifiziert, nur bei Expression von 
SPPL2b L474V und L474I konnte zusätzlich die palmitoylierte TNFα ICD 4 - 30 
detektiert werden (Abb. 4.16-B&C, blau). 
Diese massenspektrometrisch nachgewiesene, vornehmliche Produktion von 
nicht palmitoylierten TNFα ICDs könnte einerseits für eine reduzierte 
proteolytische Aktivität der jeweiligen Mutanten sprechen, andererseits wäre 
es aber auch mit einer selektiven Reduktion der Proteolyse von palmitoylierten 
TNFα ICDs vereinbar. Die Verschiebung hin zu nicht palmitoylierten TNFα 
ICDs korreliert hierbei für SPPL2b L474V, L474I, L474A und L474G (Abb. 
4.16-B bis E) sehr gut mit der signifikanten Verlangsamung des TNFα NTF-
Umsatzes in den time-course Analysen aller Mutanten (Abb. 4.15-A bis H). 
 
Abschließend produzierte SPPL2b L474F auf den ersten Blick ähnliche TNFα 
ICDs (Abb. 4.16-F), lediglich die ICDs 1 - 34 und 1 - 42 fehlten verglichen zum 
Wildtyp (Abb. 4.16-A). Sowohl für SPPL2b wt als auch für die Mutante lassen 
sich die TNFα ICDs mit höchster Intensität hier auf die Palmitoylierung an 
Cystein 30 zurückführen (Abb. 4.16-A&F, blau), allerdings überwiegen im Falle 
der Mutante sogar die palmitoylierten TNFα ICDs. Vereinbar mit einem 
verschobenen initialen Substratschnitt war zudem die relative Intensität der 
palmitoylierten TNFα ICD 1 - 39 deutlich höher als bei SPPL2b wt. Das 
Überwiegen der palmitoylierten TNFα ICDs sowie der Hinweis auf einen 
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veränderten Initialschnitt des Substrates TNFα NTF erscheint sehr stimmig in 
Bezug auf die gestörte sequentielle ICD-Konversion im Rahmen der time-
course Analyse von SPPL2b L474F (Abb. 4.15-I). Auch das Fehlen der nicht 
palmitoylierten TNFα ICDs 1 - 34 und 1 - 42 ist mit einer gestörten ICD-
Konversion oder einen selektiven Erkennung des palmitoylierten Substrates 
vereinbar und könnte so zu der Tatsache passen, dass es sich bei SPPL2b 
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Abb. 4.16 MALDI-TOF Analyse der TNFα ICDs für SPPL2b Leucin 474 
Nach Kotransfektion von TNFα FL in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von 
SPPL2b wt (A) oder SPPL2b Leucin 474 Mutanten (B-F) wurden mittels anti-Flag 
Immunopräzipitation TNFα ICDs isoliert und per MALDI-TOF MS analysiert. 
Identifizierte TNFα ICDs sind palmitoyliert (blau) oder nicht palmitoyliert (rot). Das 
Schema zeigt die nachweisbaren TNFα ICDs (vgl. Abb. 4.2). Die zur Identifizierung 
gemessenen und berechneten Massen finden sich im Anhang (Tab. 8.1 & 8.4). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα ICD-Spezies zuzuordnen. 
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4.5.3 Analyse der TNFα C-Peptide für SPPL2b Leucin 474 
 
Für sämtliche Mutanten der Position 474 (Abb. 4.17-B bis F) ergab die 
massenspektrometrische Analyse der TNFα C-Peptide qualitativ keinen 
größeren Unterschied im Vergleich zu SPPL2b wt (Abb. 4.17-A), abgesehen 
vom Fehlen des C-Peptids 53 (Abb. 4.17-B,C,F) oder des C-Peptids 51 (Abb. 
4.17-D&E). Allerdings kam es im Falle der Mutanten stattdessen stets zu einer 
vermehrten Produktion von größeren C-Peptiden, gemessen am verringerten 
Verhältnis der massenspektrometrischen Intensitäten von C-Peptid 60 zu       
C-Peptid 50 (Abb. 4.17-A bis F; SPPL2b wt 1 : 1, SPPL2b L474V 1 : 4.4, 
SPPL2b L474I 1 : 5.3, SPPL2b L474A 1 : 3.5, SPPL2b L474G 1 : 2.3, SPPL2b 
L474F 1 : 4). Zum einen könnte dies wiederum auf eine Verschiebung des 
initialen proteolytischen Schnittes von TNFα NTF deuten, andererseits könnte 
die Verschiebung hin zu größeren C-Peptiden analog zu bereits zuvor 
analysierten Mutanten auf eine reduzierte katalytische Aktivität aller Leucin 
474 Mutanten zurückzuführen sein (siehe 5.2.1f). 
Damit wäre die massenspektrometrisch nachgewiesene Produktion von 
größeren TNFα C-Peptiden (Abb. 4.17-B bis E) konsistent mit der signifikanten 
Verlangsamung des Umsatzes von TNFα NTF (Abb. 4.15-A bis H) bzw. der 
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Abb. 4.17 MALDI-TOF Analyse der TNFα C-Peptide für SPPL2b Leucin 474 
Zur Detektion der TNFα C-Peptide wurde ein C-terminal Flag AP-markiertes TNFα 
NTF in HEK293 Zellen mit stabiler Expression von SPPL2b wt (A) oder SPPL2b 
Leucin 474 Mutanten (B-F) kotransfiziert, anti-Flag immunopräzipitiert und per 
MALDI-TOF MS analysiert. Das Schema zeigt die nachweisbaren TNFα C-Peptide 
(vgl. Abb. 4.2). Die zur Identifizierung gemessenen und berechneten Massen 
finden sich im Anhang (Tab. 8.1 & 8.4). 
* markierte Peaks sind keiner bekannten TNFα C-Peptid-Spezies zuzuordnen. 
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4.5.4 Zusammenfassung für SPPL2b Leucin 474	
 
Hier wurde abschließend die dritte Position des PAL-Motivs, Leucin 474, 
hinsichtlich der Anforderungen an die Aminosäure-Seitenkette für die 
katalytische Aktivität von SPPL2b gegenüber TNFα NTF untersucht. 
In der Zusammenschau der einzelnen Mutanten demonstriert diese Position 
des PAL-Motivs in SPPL2b eine kritische Rolle für die korrekte, sequentielle 
TNFα ICD-Konversion. Zudem zeigt SPPL2b L474A, teilweise auch SPPL2b 
L474G, den drastischen Befund der Entkopplung, wobei es zur Verstärkung 
des initialen Substratschnittes und gleichzeitig zur massiven Beeinträchtigung 
der sequentiellen TNFα ICD-Konversion kommt. Dies hat möglicherweise 
weitreichende Implikationen für die Lokalisation des lateral substrate gate 
sowie für den molekularen Proteolysemechanismus von GxGD-Proteasen 
(siehe 5.2.1f). Die gestörte ICD-Konversion bei SPPL2b L474F als FAD-
analoger Mutation könnte darüber hinaus einen plausiblen Pathomechanismus 
für die Preseniline darstellen (siehe 5.3.2). 











SPPL2b Variante: Position: katalytische Aktivität: 




SPPL2b L474I - 
SPPL2b L474A - a(Entkopplung) 
SPPL2b L474G + 
SPPL2b L474F +++ 
Tab. 4.6 Katalytische Aktivität von SPPL2b Leucin 474 Mutanten 
Übersicht aller 5 analysierten Mutationen der dritten Position des PAL-Motivs in 
SPPL2b hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität gegenüber TNFα NTF.  
Graduierung beruht auf den Quantifizierungsergebnissen der einzelnen Mutanten 
im Rahmen der in vitro time-course Analysen:  
+++ normale katalytische Aktivität 
++ tendenziell leichte Reduktion der katalytischen Aktivität (p-Werte n.s.) 
+ mäßige Reduktion der katalytischen Aktivität (bester p-Wert < 0.05) 
- starke Reduktion der katalytischen Aktivität (bester p-Wert < 0.001) 
 
Entkopplung à massiver Initialschnitt des Substrates TNFα NTF  
   bei gestörter, sequentieller TNFα ICD-Konversion  




Die regulierte Intramembranproteolyse ist ein von Bakterien bis hin zum 
Menschen konservierter, biochemischer Mechanismus (Brown et al., 2000), 
der durch die drei Klassen der S2P-, der Rhomboid- und der GxGD-
Intramembranproteasen katalysiert wird. Allen voran die γ-Sekretase als 
Vertreter der GxGD-Proteasen ist Gegenstand intensiver medizinischer 
Forschung, da ihre Prozessierung von APP ein mögliches drug target zur 
Reduktion von neurotoxischen Aβ-Peptiden in der Prävention und   
Behandlung des Morbus Alzheimer darstellt (Haass und Selkoe, 2007). 
Aufgrund sehr ähnlicher subzellulärer Lokalisation (Krawitz et al., 2005) 
verspricht insbesondere die Untersuchung von SPPL2b einen Vergleich der 
Proteolysemechanismen der γ-Sekretase einerseits und der homologen 
SPP/SPPL-Proteasen andererseits. 
 
In der vorliegenden Arbeit wird die funktionelle Bedeutung des konservierten 
PAL-Motivs für den proteolytischen Mechanismus von SPPL2b charakterisiert: 
Die Weiterentwicklung der in vitro time-course Analyse (Fluhrer et al., 2008) 
sowie der Probenvorbereitung für die MALDI-TOF Massenspektrometrie 
(Fluhrer et al., 2006) ermöglicht hier eine quantitative sowie qualitative 
Untersuchung der SPPL2b-abhängigen Prozessierung von TNFα. 
Es wird gezeigt, dass das PAL-Motiv in SPPL2b essentiell für die Proteolyse 
von TNFα ist; gleichzeitig sind die Anforderungen an die Aminosäuren-
Seitenketten des PAL-Motivs zwischen SPPL2b und der γ-Sekretase 
weitgehend identisch. 
Die experimentellen Befunde zeigen außerdem eine direkte Beteiligung des 
PAL-Motivs am Mechanismus der Intramembranproteolyse auf und sprechen 
für eine Konservierung des Proteolysemechanismus beider Proteasen. 
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5.1  Funktionalität des PAL-Motivs in GxGD-Proteasen 
 
5.1.1 Analysemethoden der SPPL2b-abhängigen RIP von TNFα 
 
Analog zur Produktion verschiedener Aβ-Peptide durch die γ-Sekretase 
(Funamoto et al., 2004; Qi-Takahara et al., 2005), wurden im Falle der SPPL2b-
abhängigen Intramembranproteolyse von TNFα mehrere Produkte mit 
unterschiedlicher Länge gefunden (Fluhrer et al., 2006). Aufgrund der im 
Vergleich zur γ-Sekretase invertierten Membrantopologie von SPPL2b betrifft 
dies hier jedoch nicht die extrazellulären Aβ-Peptide, sondern die 
intrazelluläre TNFα ICD, welche von luminal hin zur zytoplasmatischen Seite 
der Membran getrimmt wird. Zur Analyse der katalytischen Aktivität von 
SPPL2b-Mutanten wurde in diesem Rahmen für das GxGD-Motiv bereits 
erfolgreich die in vitro time-course Analyse angewendet (Fluhrer et al., 2008). 
 
5.1.1.1 Bewertung der in vitro time-course Analyse 
 
Mittels dieses in vitro Assays gelingt sowohl die Quantifizierung des 
zeitabhängigen Umsatzes des direkten Substrates TNFα NTF als auch die 
qualitative Untersuchung der zeitabhängigen TNFα ICD-Konversion. Auch für 
die Untersuchung einzelner Mutationen des PAL-Motivs ist diese sensitive 
Analyse gut geeignet (siehe 4.2ff). Die Weiterentwicklung dieses Assays 
hinsichtlich Reduktion auf die wesentlichen Messzeitpunkte (siehe 4.1.1) 
erlaubt die standardisierte Beobachtung der Umsetzung des direkten 
Substrates TNFα NTF durch verschiedene Mutanten im Vergleich. 
Aufgrund einer Erhöhung der Acrylamid-Konzentration des Trenngels im 
Vergleich zu Fluhrer et al., 2008 konnten darüber hinaus im Rahmen der TNFα 
ICD-Konversion erstmalig zusätzliche, kleinere ICD-Spezies im Western Blot 
nachgewiesen werden (siehe 4.1.1). Positiv an diesem Setup der in vitro time-
course Analyse ist also zu sehen, dass es sich für den zeitabhängigen 
Nachweis der TNFα ICD-Konversion hin zu kleineren Spezies gut eignet und 
im Gegensatz zur γ-Sekretase-abhängigen Aβ-Prozessierung diese Konversion 
überhaupt erstmalig verfolgt werden kann. 
 
Andererseits muss aber auch auf entsprechende Limitierungen dieses Assays 
hingewiesen werden: Zum einen beruht die in vitro time-course Analyse auf 
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der Isolierung zellulärer Membranpräparationen, wobei in Ermangelung guter 
nativer Antikörper zur robusten Detektion sämtliche SPPL2b-Konstrukte HA- 
und sämtliche TNFα-Konstrukte Flag/V5-markiert und in HEK-Zellen 
überexprimiert wurden. Daher reflektiert dieser Assay nicht die 
physiologischen Bedingungen der SPPL2b-abhängigen Intramembran-
proteolyse von TNFα. 
Ebenso exprimieren die verwendeten HEK-Zellen nach wie vor endogenes 
SPPL2b wt. Daher bleibt trotz Überexpression der jeweils zu untersuchenden 
SPPL2b Mutanten stets ein gewisser endogener Hintergrund an aktivem 
SPPL2b bestehen. Eine wenn auch aufwendigere, so doch elegante 
Möglichkeit beide Probleme zukünftig zu umgehen wäre, anstelle der 
Überexpression der SPPL2b Mutanten entsprechende Zelllinien mit einem 
Knockin der jeweiligen Mutation zu generieren, beispielsweise mittels des 
CRISPR/Cas-Systems (Wang et al., 2013). 
 
Zum anderen führen die transiente Transfektion von TNFα sowie das manuelle 
Handling der Proben zu einer deutlichen experimentellen Variabilität der in 
vitro time-course Analyse (siehe 4.1.1). Aus diesem Grund wird zur 
Quantifizierung der katalytischen Aktivität gegenüber TNFα stets der 
paarweise Vergleich von SPPL2b wt zu Mutanten herangezogen (siehe 4.2.1ff) 
und nur die relative Abnahme des TNFα NTF erfasst. Hierbei werden sowohl 
vergleichbare Expressionsniveaus von SPPL2b wt und Mutante als auch eine 
ähnliche Transfektionseffizienz des Substrates vorausgesetzt. Daraus folgt, 
dass die Quantifizierungsergebnisse der SPPL2b Mutanten sorgsam 
interpretiert werden müssen und nur indirekt über den Umweg des SPPL2b wt 
miteinander verglichen werden können. In der vorliegenden Arbeit wurde 
hierzu eine Klassifizierung der katalytischen Aktivität von SPPL2b Mutanten 
anhand der Signifikanzniveaus des in vitro Assays gewählt (siehe 3.7 & 5.3.1). 
 
Schlussendlich bietet sich die hier verwendete in vitro time-course Analyse 
zwar durchaus für den zeitabhängigen Nachweis der TNFα ICD-Konversion 
hin zu kleineren Spezies an. Dabei sollte aber stets eine relative 
Quantifizierung der katalytischen Aktivität von SPPL2b Mutanten erfolgen, 
nämlich in Relation zu SPPL2b wt. 
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5.1.1.2 Bewertung der MALDI-TOF Massenspektrometrie 
 
Zur qualitativen Charakterisierung der TNFα Produkte, die durch SPPL2b-
abhängige Proteolyse entstehen, wurde zudem die MALDI-TOF 
Massenspektrometrie eingesetzt und die hierzugehörige Probenvorbereitung 
weiterentwickelt (siehe 4.1.2). In der Vergangenheit wurde für TNFα bereits 
eine Palmitoylierung innerhalb der ICD-Sequenz an Position Cystein 30 
beschrieben (Utsumi et al., 2001) (siehe 5.2.1.4). Die bis heute 
massenspektrometrisch nachgewiesenen Hauptprodukte der SPPL2b-
abhängigen Proteolyse von TNFα umfassen jedoch nur ICDs mit einem          
C-terminalen Serin 34 (TNFα ICD 1 - 34) oder Leucin 39 (TNFα ICD 1 - 39) 
(Fluhrer et al., 2006), ein Nachweis von eventuell palmitoylierten TNFα ICDs 
gelang dagegen noch nicht. Vermutlich liegt dies an der Zugabe von 
Ameisensäure im Matrix-Puffer (Fluhrer et al., 2006) und einer durch den 
geringen pH bedingten, sauren Hydrolyse der Thioester-Bindung zwischen 
Palmitinsäure und Cystein 30 von TNFα. Der Verzicht auf Ameisensäure im 
Matrix-Puffer erlaubt nun mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie die 
Detektion sowohl der bekannten TNFα ICDs (Fluhrer et al., 2006) als auch 
erstmalig von mehreren palmitoylierten TNFα ICD-Spezies (siehe 4.1.2 & 
5.2.1). 
 
In diesem Kontext fällt auf, dass bei Expression des SPPL2b wt die 
palmitoylierten TNFα ICD-Spezies sogar hinsichtlich ihrer Intensität 
dominieren, allen voran eine die Aminosäuren 4 - 30 umfassende Spezies. 
Diese palmitoylierte TNFα ICD 4 - 30 stellt bei weitem die Produkt-Spezies mit 
höchster Intensität dar, ihre Identität wurde mittels Tandem-
massenspektrometrie (MS/MS) bestätigt (Fluhrer et al., unpubliziert). 
Inwiefern diese N-terminal prozessierte TNFα ICD ein physiologisches Produkt 
der SPPL2b-abhängigen Proteolyse darstellt ist gegenwärtig noch nicht 
geklärt. Vorstellbar wäre, dass es sich bei einer bislang nicht nachgewiesenen 
TNFα ICD 1 - 30 um das abundanteste Endprodukt der SPPL2b-abhängigen 
Intramembranproteolyse handelt und exklusiv diese ICD 1 - 30 erst sekundär          
N-terminal prozessiert wird. Möglicherweise akkumuliert vorzugsweise diese 
TNFα ICD 1 - 30, da sie über die Palmitoylierung an Cystein 30 gerade noch 
membranverankert ist, aber nur schlecht durch SPPL2b weiter prozessiert 
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werden kann. Im Zuge dieser Akkumulation könnte dann die TNFα ICD 1 - 30 
durch andere Proteasen N-terminal prozessiert werden. 
Alternativ könnte es auch primär zu einer N-terminalen Prozessierung von 
TNFα kommen, welches eine effizientere SPPL2b-abhängige Intramembran-
proteolyse ermöglichen und daher das abundanteste Endprodukt darstellen 
könnte. Möglicherweise handelt es sich bei der TNFα ICD 4 - 30 aber lediglich 
um ein Artefakt der Überexpression oder der Probenvorbereitung, was 
eventuell mit einem Modellsystem unter endogenen Expressionsniveaus und 
modernen proteomischen Verfahren wie der hochauflösenden LC-MS/MS 
Massenspektrometrie geklärt werden könnte. 
 
Gleichsam wird nun mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie ein Peak 
nachgewiesen, der wahrscheinlich einer palmitoylierten TNFα ICD 1 - 47 
entsprechen könnte (siehe 4.1.2). Sollte sich dieser Nachweis, beispielsweise 
auch via LC-MS/MS, bestätigen lassen, so handelt es sich bei der TNFα ICD     
1 - 47 um das größte bekannte intrazelluläre Produkt der SPPL2b-abhängigen 
Proteolyse von TNFα. Da die größten bekannten TNFα C-Peptide mit 
Aminosäure 50 beginnen, würde dies unter den Bedingungen der 
Überexpression von Protease und Substrat die Position des initialen                
ε-Schnittes auf die Aminosäuren 47 - 50 in TNFα einschränken. Aufgrund 
dieses noch immer bestehenden Versatzes erscheint es gegenwärtig 
wahrscheinlich, dass noch größere, eventuell auch palmitoylierte TNFα ICDs 
existieren. Mutmaßlich ist hier der Nachweis von langen TNFα ICDs mittels 
MALDI-TOF limitierend, da insbesondere solch große, hydrophobe Peptide 
nur schlecht ionisiert und dementsprechend detektiert werden (Gerl et al., 
2014). Auch zur Klärung dieser Frage könnte die hochauflösende LC-MS/MS 
Massenspektrometrie potentiell beitragen. 
 
Als extrazelluläre Endprodukte der SPPL2b-abhängigen Proteolyse von TNFα 
konnten mittels Radiosequenzierung bislang lediglich zwei definierte TNFα    
C-Peptide nachgewiesen werden, N-terminal beginnend entweder mit     
Leucin 50 oder Histidin 52 (Fluhrer et al., 2006; 2008). Unter Verwendung 
eines C-terminal Flag AP-markierten TNFα NTF können nun mittels MALDI-
TOF Massenspektrometrie ebenfalls TNFα C-Peptide in hoher Auflösung 
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detektiert werden (siehe 4.1.2). Die hinzugefügten Aminosäuren Alanin und 
Prolin am C-Terminus des Konstruktes verhindern eine Degradation der ins 
Medium freigesetzten TNFα C-Peptide durch Carboxypeptidasen (Fluhrer et 
al., unpubliziert). Neben den bereits bekannten TNFα C-Peptiden 50 und 52 
(Fluhrer et al., 2006; 2008) werden so erstmalig auch neuartige C-Peptide 
beginnend mit den Aminosäuren 51, 53, 55 und 60 detektiert. Dabei handelt es 
sich bei dem letztgenannten TNFα C-Peptid 60 um ein vergleichsweise 
abundantes, kurzes Endprodukt (siehe 4.1.2). Sehr positiv an der Anwendung 
der MALDI TOF-Massenspektrometrie gegenüber der Radiosequenzierung ist 
die deutlich erhöhte Auflösung von distinkten TNFα C-Peptiden (Fluhrer et al., 
2006; 2008). Allerdings ist verglichen zur Radiosequenzierung auch mehr 
Ausgangsmaterial vonnöten, so dass diese höhere Auflösung durch eine 
geringere Sensitivität im Produktnachweis erkauft werden muss. Offen bleibt 
die Frage der Genese dieser unterschiedlichen TNFα C-Peptide, denkbar sind 
sowohl eine SPPL2b-abhängige Aktivität als auch unspezifische 
Aminopeptidasen aus dem konditionierten Medium (siehe 5.2.1). 
 
Zusammenfassend eignen sich beide MALDI-TOF Massenspektrometrie-
Methoden zum hoch auflösenden Nachweis der Schnittprodukte der SPPL2b-
abhängigen Intramembranproteolyse von TNFα. Gleichwohl sollte es möglich 
sein, mittels methodischen und technischen Optimierungen die Detektion von 
TNFα Produktspezies weiter zu verbessern. 
 
 
5.1.2 Konservierung des PAL-Motivs in GxGD-Proteasen 
 
Innerhalb der Familie der GxGD-Intramembranproteasen existieren drei hoch 
konservierte Motive (Weihofen et al., 2002). Die beiden katalytischen Aspartyl-
Reste werden dabei sowohl im YD- (TMD 6) als auch im namensgebenden 
GxGD-Motiv (TMD 7) beherbergt (Steiner et al., 1999; Wolfe et al., 1999). Das 
PAL-Motiv, lokalisiert in TMD 9, stellt das dritte hoch konservierte Motiv 
innerhalb der GxGD-Proteasen dar (Weihofen et al., 2002). Eine funktionelle 
Bedeutung des PAL-Motivs hinsichtlich der katalytischen Aktivität konnte 
bereits für PS1 als auch für SPP gezeigt werden (Wang et al., 2004; 2006a). 
Die Deletion des PAL-Motivs in SPPL2b demonstriert nun erstmals die 
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funktionelle Relevanz dieses Sequenzmotivs hinsichtlich der katalytischen 
Aktivität von SPPL-Proteasen (siehe 4.2 & 4.2.1). So kommt es bei 
Überexpression von TNFα und SPPL2b ΔPAL, analog zur inaktiven SPPL2b 
D421A-Mutante (Fluhrer et al., 2006), zur Akkumulation des direkten 
Substrates TNFα NTF (siehe 4.2). Auch die in vitro time-course Analyse zeigt 
selbst nach 6 h Inkubation keinerlei Umsatz des Substrates durch SPPL2b 
ΔPAL, ebenso werden keine TNFα ICDs produziert (siehe 4.2.1). Gemessen an 
der SPPL2b-abhängigen Umsetzung von TNFα resultiert die Deletion des PAL-
Motivs in einem katalytisch inaktiven SPPL2b. Zwar wurden bisher weder für 
PS1 noch für SPP vollständige Deletionen des PAL-Motivs untersucht, 
allerdings resultiert in diesen Proteasen bereits die isolierte Mutation des 
Prolin zu einem Leucin in einer katalytisch inaktiven Mutante (Tomita et al., 
2001; Wang et al., 2004; 2006a). 
 
Über die mechanistische Beteiligung des PAL-Motivs an der 
Intramembranproteolyse der GxGD-Familie konnte mangels atomarer 
Strukturanalysen (siehe 5.2.2) lange Zeit nur spekuliert werden. Allerdings 
weisen im Falle von PS1 Untersuchungen mittels Scanning Cysteine 
Mutagenesis (SCAM) darauf hin, dass sich das PAL-Motiv in enger räumlicher 
Nähe zum YD-Motiv und damit zum aktiven Zentrum befindet (Tolia et al., 
2008; Sato et al., 2008). Initial wurde darüber hinaus berichtet, dass das PAL-
Motiv in PS1 für die korrekte Komplexassemblierung der γ-Sekretase relevant 
ist (Tomita et al., 2001). Allerdings erklärt dies nicht die Konservierung des 
PAL-Motivs in der SPP/SPPL-Familie, da diese Proteasen bekanntermaßen 
ohne Kofaktoren proteolytisch aktiv sind. Zudem führt eine neuere Studie den 
Phäntoyp der gestörten Komplexassemblierung bei Mutationen des PAL-
Motivs wieder auf die proteolytische Aktivität der γ-Sekretase zurück (Wang et 
al., 2004). Interessanterweise wird aber für SPP bzw. SPPL2b diskutiert, ob 
sich diese Proteasen in vivo zu Homooligomeren assemblieren und ob dies für 
die Ausübung ihrer proteolytischen Aktivität zwingend erforderlich ist 
(Miyashita et al., 2011; Nyborg et al., 2004b; Schrul et al., 2010). Denkbar 
wäre bei solch einem Szenario die kritische Beteiligung des PAL-Motivs an 
dem Prozess der Homooligomerisierung, dessen Störung so zu katalytisch 
inaktiven Monomeren der Protease führen könnte. 
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Die Deletion des PAL-Motivs bewirkt zudem eine gestörte Maturierung der 
SPPL2b-Protease, erkennbar anhand der deutlichen Verringerung des 
Verhältnisses von maturem zu immaturem SPPL2b (siehe 4.2). Die korrekte 
Faltung von Proteinen ist entscheidend für ihre Maturierung bzw. 
Komplexglykosylierung in sekretorischen Kompartimenten (Dobson, 2003). 
Daher könnte die fehlerhafte Maturierung von SPPL2b ΔPAL darauf 
hinweisen, dass die Deletion des PAL-Motivs bereits zu umfangreicheren 
strukturellen Veränderungen von monomerem SPPL2b führt oder aber den 
Transport in nachfolgende sekretorische Kompartimente stört. Mittels 
Immunfluoreszenz-Experimenten könnte zumindest die subzelluläre 
Verteilung von SPPL2b ΔPAL visualisiert und eine potentielle Störung des 
Transportes analysiert werden. 
 
Andererseits könnte möglicherweise gerade eine Homooligomerisierung das 
inkonsistente Auftreten von Peptid 0 bei Überexpression von TNFα zusammen 
mit SPPL2b ΔPAL oder SPPL2b D421A in HEK293 Zellen erklären (siehe 4.2 & 
4.2.1). Unter der Annahme, dass jeweils ein Molekül der katalytisch inaktiven 
Mutante von SPPL2b mit einem Molekül des endogenen Wildtyps dimerisiert, 
könnte die Peptid 0-Bande auf eine atypisch große TNFα ICD zurückzuführen 
sein, die von diesem artifiziellen Homodimer mit veränderter bzw. reduzierter 
katalytischer Aktivität erzeugt wird. Allerdings wird Peptid 0 in der in vitro 
time-course Analyse selbst nach 6 h Inkubation und Überexpression von 
Protease und Substrat nicht weiter umgesetzt, so dass solch ein 
hypothetisches SPPL2b ΔPAL/wt-Dimer vermutlich keine physiologisch 
relevante, proteolytische Aktivität gegenüber TNFα hätte. 
Abgesehen von der fraglichen Homodimerisierung der SPP/SPPL-Proteasen 
wäre eine weitere Möglichkeit, dass es unter den Bedingungen der 
Überexpression von Substrat und Protease bzw. einer Fehlfaltung der Protease 
zu einer proteasomalen Degradation von TNFα NTF oder zu einem Fehlschnitt 
von TNFα NTF durch eine unbekannte Protease in anderen Kompartimenten 
kommt. Die Behandlung mit proteasomalen Inhibitoren bzw. die Lokalisierung 
von Substrat und Protease mittels Immunfluoreszenz-Experimenten könnte 




5.1.3 Erweitertes PAL-Motiv in GxGD-Proteasen 
 
Während das eigentliche PAL-Motiv innerhalb der Familie der GxGD-
Intramembranproteasen hoch konserviert ist, unterscheiden sich die 
Preseniline sowie die SPP/SPPL-Familie voneinander hinsichtlich der 
Konservierung des erweiterten PAL-Motivs. Hierbei handelt es sich um 
diejenige Aminosäuresequenz, welche innerhalb der Preseniline als PALPIS 
bzw. innerhalb der SPP/SPPL-Familie als PALLYL konserviert ist (Ponting et 
al., 2002; Weihofen et al., 2002). Die genauen Gründe für diese differentielle 
Konservierung bzw. ihre Relation zum molekularen Mechanismus der 
Intramembranproteolyse sind bislang noch nicht geklärt. 
 
Ein Austausch des erweiterten PAL-Motivs von SPPL2b zu demjenigen der 
Preseniline (SPPL2b PALPIS) bewirkt eine deutlich reduzierte katalytische 
Aktivität von SPPL2b sowie die damit einhergehende Akkumulation von TNFα 
NTF (siehe 4.2). Darüber hinaus spielt das erweiterte PAL-Motiv eine Rolle in 
der sequentiellen Konversion der TNFα ICDs, da die entstehenden ICD-Spezies 
kaum mehr zu kleineren Peptiden umgesetzt werden können (siehe 4.2.2). 
Analog zu den Begrifflichkeiten der γ-Sekretase-abhängigen Prozessierung 
von APP (Funamoto et al., 2004; Qi-Takahara et al., 2005) (siehe 1.3.1) scheint 
SPPL2b PALPIS sowohl den initialen endoproteolytischen Schnitt des TNFα 
NTF als auch die sequentielle, Carboxypeptidase-artige TNFα ICD-Konversion 
zu stören (siehe 5.2.1). Da insbesondere die Reduktion der TNFα ICD-
Konversion einer gestörten enzymatischen Prozessivität ähnelt, könnte diese 
Beobachtung auch durch eine Beteiligung des erweiterten PAL-Motivs am 
Aufbau des lateral substrate gate zu erklären sein (siehe 5.2.2). 
Möglicherweise führt die Mutation SPPL2b PALPIS dabei zu einer offenen 
Konformation der Protease, so dass es nach dem initialen ε-Schnitt zu einer 
frühzeitigen Dissoziation von SPPL2b und der naszierenden TNFα ICD 
kommen kann. 
Interessant ist hierbei die Frage, warum das erweiterte PAL-Motiv differentiell 
konserviert ist zwischen der γ-Sekretase und den Proteasen der SPP/SPPL-
Familie. Möglicherweise ist dies auf unterschiedliche Strukturanforderungen 
der γ-Sekretase hinsichtlich ihrer Komplexassemblierung oder ihrer Autoendo-
proteolyse zurückzuführen (siehe 1.2.1.1 & 5.4.3). Experimentell könnte 
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getestet werden, inwieweit die reziproke Mutation eines Presenilins zur 
PALLYL-Sequenz der SPP/SPPL-Familie (PS PALLYL) die Komplex-
assemblierung oder die Autoendoproteolyse stört bzw. doch eine 
ausreichende, katalytische Aktivität z.B. gegenüber APP ermöglicht. 
 
Ein weiterer Grund für die differentielle Konservierung des erweiterten PAL-
Motivs könnten unterschiedliche sterisch-energetische Anforderungen an die 
Intramembranproteolyse der jeweiligen Substrate sein. Sowohl für die            
γ-Sekretase (Hemming et al., 2008; Ren et al., 2007) als auch für SPPL2b 
(Martin et al., 2009) sind hinsichtlich einer effizienten Proteolyse ihrer 
Substrate Strukturdeterminanten sowohl innerhalb der TMDs als auch in den 
Juxtamembrandomänen beschrieben. Unter der Annahme, dass das PAL-Motiv 
in der Tat an der Substratbindung bzw. dem Aufbau des lateral substrate gate 
(siehe 5.2.2) beteiligt ist, könnte das erweiterte PAL-Motiv eine höhere 
Substratspezifität ermöglichen und zu einer höheren Selektivität hinsichtlich 
der als Substrate akzeptierten Typ-1- oder Typ-2-Transmembranproteine 
führen. Durch eine Interaktion des erweiterten PAL-Motivs mit der Substrat-
TMD bzw. der Erkennung von Substrat und Nicht-Substrat könnte so in 
Hinblick auf die GxGD-Intramembranproteasen einerseits sowie auf S2P und 
Rhomboiden andererseits eine Abgrenzung der jeweiligen Substratspektren 
vermittelt werden. Experimentell könnte hierauf beispielsweise hinweisen, 
falls die SPPL2b PALPIS-Mutante zuvor als Nicht-Substrat klassifizierte Typ-2-
Transmembranproteine wie Bri3 oder gar Typ-1-Transmembranproteine 
prozessieren könnte (Martin et al., 2008). 
 
 
5.2  Proteolysemechanismus von SPPL2b 
 
5.2.1 Sequentielle Substratkonversion von TNFα durch SPPL2b 
 
Für die SPPL2b-abhängige Intramembranproteolyse von TNFα sind mehrere 
Produkte mit unterschiedlicher Länge beschrieben, wobei TNFα innerhalb der 
TMD mehrmals geschnitten werden kann (Fluhrer et al., 2006). Analog zur     
γ-Sekretase wird daher ebenfalls bei SPPL2b von einem sequentiellen 
Proteolysemechanismus für TNFα ausgegangen. 
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5.2.1.1 Initiale Endoproteolyse von TNFα durch SPPL2b 
 
Hierbei wird postuliert, dass der initiale Schnitt von TNFα vermutlich an der 
Position 49/50 erfolgt, woraufhin ein TNFα C-Peptid N-terminal beginnend mit 
Leucin 50 freigesetzt wird (Fluhrer et al., 2006) (Abb. 5.1). Wie bei der 
Prozessierung von APP handelt es sich hierbei um den initialen, 
endoproteolytischen ε-Schnitt (Qi-Takahara et al., 2005). In Einklang hiermit 
grenzt der massenspektrometrische Nachweis der palmitoylierten TNFα ICD   
1 - 47 sowie der TNFα C-Peptide beginnend ab Leucin 50 die Region des 


























Abb. 5.1 Sequentielle Prozessierung von APP und TNFα 
Die bekannten und die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Schnittstellen 
der γ-Sekretase in APP (oben) und SPPL2b in TNFα (unten). Sowohl APP als auch 
TNFα werden sequentiell mehrfach geschnitten, die annotierten TMDs der 
Substrate sind grau hinterlegt. Im Falle der γ-Sekretase-abhängigen Prozessierung 
von APP wurden zwei Produktlinien postuliert, die von der Position des initialen   
ε-Schnittes abhängen (Qi-Takahara et al., 2005). TNFα ICDs können an Cystein 30 
palmitoyliert (Utsumi et al., 2001) (±Palm) (blau) oder nicht palmitoyliert (rot) sein. 
Nach (Fluhrer et al., 2009). 
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(siehe 4.1.2 & 4.3.1ff) (Abb. 5.1). Allerdings werden mittels Radio-
sequenzierung auch geringe Mengen eines TNFα C-Peptids identifiziert, 
welches N-terminal erst mit Histidin 52 beginnt (Fluhrer et al., 2006; 2008). 
Zusätzlich gelingt massenspektrometrisch erstmals der Nachweis weiterer, 
definierter C-Peptide beginnend mit den Aminosäuren 51, 53, 55 oder 60 
(siehe 4.1.2). Möglicherweise ist die Position des SPPL2b-abhängigen             
ε-Schnittes von TNFα also variabel, so dass es neben der hauptsächlich 
nachgewiesenen Position 49/50 auch zu ε-Schnitten an den Positionen 50/51, 
52/53, 54/55 oder 59/60 kommen könnte (Abb. 5.1). In Einklang mit einer 
möglichen Variabilität des ε-Schnittes führen die Mehrzahl der Mutationen des 
PAL-Motivs in SPPL2b auch zur Freisetzung von längeren TNFα ICDs (siehe 
4.3.1ff), was durch eine mutationsbedingte Verschiebung des initialen 
Schnittes zu erklären wäre. Vermutlich wird dabei durch eine veränderte 
Konformation des PAL-Motivs die Orientierung des Substrates zu den 
katalytisch aktiven Aspartyl-Resten verschoben. Berücksichtigt werden muss 
allerdings, dass bislang für kein C-Peptid die dazu passende TNFα ICD 
nachgewiesen werden konnte. Alternativ zu einer Verschiebung des                
ε-Schnittes muss also stets auch eine veränderte Trimmung von TNFα ICDs 
und C-Peptiden in Betracht gezogen werden (siehe 5.1.1.2). 
 
5.2.1.2 Prozessierung der TNFα C-Peptide 
 
Theoretisch könnte der vermehrte Nachweis des großen TNFα C-Peptids 50 
beispielsweise im Falle von SPPL2b P472G (siehe 4.3.2) auch mit der 
reduzierten katalytischen Aktivität der Mutante vereinbar sein. Hierzu müsste 
man allerdings annehmen, dass SPPL2b neben der Carboxypeptidase-artigen 
TNFα ICD-Konversion ebenfalls eine Aminopeptidase-artige Trimmung der 
TNFα C-Peptide durchführen könnte. Experimentell könnte hier untersucht 
werden, ob sich das SPPL2b-abhängige Profil der TNFα C-Peptide durch 
Behandlung mit (Z-LL)2-Keton zu größeren C-Peptiden hin verschiebt. 
Während die Positionen 50/51, 52/53 oder 54/55 allesamt innerhalb der 
annotierten TMD von TNFα zu liegen kommen (Abb. 5.1), wird 
massenspektrometrisch auch das TNFα C-Peptid 60 als vergleichsweise 
abundantes Endprodukt detektiert (siehe 4.1.2), wobei sich die Position 59/60 
von TNFα außerhalb der annotierten TMD befindet (Abb. 5.1). Zwar wurden 
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für Rhomboid-Substrate auch Schnitte außerhalb der eigentlichen TMD 
beschrieben (Ha et al., 2013), aber zusätzlich zum hauptsächlichen ε-Schnitt 
an Position 49/50 erscheint ein alternativer ε-Schnitt außerhalb der TMD von 
TNFα energetisch sehr ungünstig. Hierzu müsste sich die extrazelluläre TNFα 
Juxtamembrandomäne bis in das aktive Zentrum von SPPL2b falten, obgleich 
die TNFα TMD nachgewiesenermaßen bereits ε-Schnittstellen beinhaltet.  
Möglicherweise sind daher alternative ε-Schnitte an den Positionen 50/51, 
52/53 oder 54/55 mit nachfolgender Trimmung des neuen N-Terminus der 
TNFα C-Peptide durch unspezifische Aminopeptidasen aus dem 
konditionierten Medium wahrscheinlicher. Bei dieser mutmaßlichen              
N-terminalen Trimmung der TNFα C-Peptide durch unspezifische 
Aminopeptidasen dürfte es sich dann allerdings nur um einen anteiligen, 
wenig effizienten Prozess handeln. Ansonsten wäre bei Expression von 
SPPL2b mit Mutationen des PAL-Motivs eine Variabilität des ε-Schnittes mit 
Änderung des quantitativen Verhältnisses der TNFα C-Peptide zueinander 
(siehe oben) nicht mehr nachweisbar, da sämtliche Produkte zu einem kurzen 
C-Peptid 60 prozessiert würden. Möglicherweise lässt sich in weiterführenden 
Experimenten unter Anwendung von Protease-Inhibitoren gegen Amino-
peptidasen selektiv die Produktion von TNFα C-Peptid 60 unterdrücken. 
 
5.2.1.3 Sequentielle Konversion der TNFα ICDs 
 
Unter der Voraussetzung eines primären ε-Schnittes an Position 49/50 sollte 
zunächst eine bislang noch nicht detektierte TNFα ICD 1 - 49 entstehen, 
welche vermutlich aufgrund ihrer Größe und Hydrophobizität 
massenspektrometrisch noch nicht nachgewiesen werden konnte. Erst im 
Anschluss an die Carboxypeptidase-artigen sequentiellen Schnitte durch 
SPPL2b werden massenspektrometrisch sowohl die bekannten TNFα ICDs       
1 - 34 und 1 - 39 (Fluhrer et al., 2006) als auch längere TNFα ICD-Spezies       
(1 - 47) nachgewiesen (siehe 4.1.2). 
Sollte allerdings die Dislokation einer initialen TNFα ICD 1 - 49 aus der 
Membran möglich sein, so könnten diese sequentiellen Schnitte theoretisch 
auch durch zytosolische Proteasen erfolgen. Dagegen spricht, dass die 
Mehrzahl der Mutationen des PAL-Motivs zur Freisetzung von längeren TNFα 
ICDs führt (siehe 4.3.1ff), es sich also sehr wahrscheinlich um einen SPPL2b-
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abhängigen Prozess handelt. Zum endgültigen Beweis der SPPL2b-
abhängigen TNFα ICD-Konversion wäre dennoch experimentell der in vitro 
Rekonstitutions-Assay erforderlich (siehe 5.2.3). Hierbei könnte es gleichzeitig 
gelingen, die bei der sequentiellen Intramembranproteolyse anfallenden 
Peptidfragmente zu identifizieren; analog zu den Tri- und Tetrapeptiden der    
γ-Sekretase-abhängigen Prozessierung von APP (Takami et al., 2009). 
 
5.2.1.4 Bedeutung der Palmitoylierung von TNFα 
 
Die für TNFα beschriebene Palmitoylierung innerhalb der ICD an Position 
Cystein 30 (Utsumi et al., 2001) wird nun auch massenspektrometrisch 
nachgewiesen. Hinweisend auf die Existenz von palmitoylierten sowie nicht 
palmitoylierten TNFα NTFs stellte sich im Rahmen der in vitro time-course 
Analyse das TNFα NTF bei kurzer Exposition des WB bisweilen als 
Doppelbande dar (Daten nicht gezeigt). Parallel dazu erfolgte der Nachweis 
der Palmitoylierungen mittels MALDI-TOF Analyse eines an Cystein 30 
mutierten TNFα Konstruktes, wodurch die zuvor palmitoylierten TNFα ICDs 
einen entsprechenden Massenshift aufwiesen (Fluhrer et al., unpubliziert). 
Mittels Massenspektrometrie ist nun außerdem die TNFα ICD mit der 
höchsten, nachgewiesenen Intensität ebenfalls auf eine Palmitoylierung 
zurückzuführen, die TNFα ICD 4 - 30 (siehe 4.1.2 & 5.1.1.2). Palmitoyliertes 
TNFα NTF könnte daher ein zusätzliches oder gar das physiologische Substrat 
für SPPL2b darstellen. Dies stünde in Einklang mit einer Kolokalisation von 
SPPL2b (Nyborg et al., 2006) und palmitoyliertem TNFα in Lipid Rafts (Poggi 
et al., 2013; Zhang et al., 2009), was eine effiziente Proteolyse von TNFα 
fördern könnte (Poggi et al., 2013). Worauf die mutmaßliche Lokalisation von 
SPPL2b in Lipid Rafts beruht ist gegenwärtig allerdings nicht geklärt. 
Weiterhin führen nahezu alle Mutationen des PAL-Motivs in SPPL2b auch zu 
einem deutlichen, quantitativen Shift der Produkt-Spezies hin zu nicht 
palmitoylierten TNFα ICDs (siehe 4.3.2ff). Diese experimentellen Befunde 
könnten für eine physiologische Bedeutung der Palmitoylierung von TNFα für 
die Substraterkennung bzw. -bindung durch SPPL2b sprechen. Formal müsste 
allerdings noch ausgeschlossen werden, dass die PAL-Motiv Mutanten nicht 
zu einer veränderten Lokalisation von SPPL2b führen, welche theoretisch 
ebenso den Shift zu nicht palmitoylierten TNFα ICDs verursachen könnte. Des 
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Weiteren scheint die Stabilität der palmitoylierten TNFα NTFs und ICDs 
deutlich höher zu sein als die der nicht palmitoylierten Spezies (Fluhrer et al., 
unpubliziert; Poggi et al., 2013). Die relativ geringen Intensitäten der nicht 
palmitoylierten TNFα ICDs könnten daher auch auf vermehrte zelluläre 
Degradation zurückzuführen sein, wohingegen die palmitoylierten Spezies 
relativ geschützt wären und so eine höhere Abundanz aufweisen. 
Möglicherweise kann in weiteren Experimenten durch Stabilisation der nicht 
palmitoylierten TNFα ICDs, z.B. mittels proteasomalen Inhibitoren, das 
quantitative Verhältnis dieser Produkte zueinander geklärt werden. 
Unklar ist darüber hinaus auch, wie verbreitet eine Palmitoylierung bzw. 
andere posttranslationale Modifizierungen (PTM) unter den Substraten der 
GxGD-Proteasen sind und ob dies nur einzelne Substrate betrifft oder von 
allgemeiner Notwendigkeit für den Proteolysemechanismus ist. Über die IP 
von inaktivem SPPL2b D421A sowie Analyse mittels hochauflösender LC-
MS/MS Massenspektrometrie könnte es beispielsweise gelingen, das globale 
PTM-Muster der gebundenen Substrate von SPPL2b zu identifizieren. 
 
 
5.2.2 Beteiligung des PAL-Motivs am lateral substrate gate 
 
Die ersten Röntgenstrukturanalysen von Rhomboiden (Wang et al., 2006b) 
sowie von S2P (Feng et al., 2007) wiesen nach, dass sich das aktive Zentrum 
dieser Intramembranproteasen tatsächlich innerhalb der hydrophoben 
Membranebene befindet. Außerdem wurde die strukturelle Zugänglichkeit des 
aktiven Zentrums für H2O-Moleküle, einer zwingenden Voraussetzung für den 
proteolytischen Mechanismus, geklärt (Urban und Shi, 2008). 
Von zentralem Interesse ist nun die Frage, auf welche Art und Weise das 
Substrat Zugang zum aktiven Zentrum der Intramembranprotease gewinnt. 
Sowohl bei den polytopen Intramembranproteasen als auch bei den Substraten 
handelt es sich stets um integrale Membranproteine, die in der 
Lipiddoppelschicht der zellulären Membranen verankert sind (Ha, 2007). Um 
der Substrat-TMD Zugang zum aktiven Zentrum zu gewähren, müssen die 
Intramembranproteasen folglich über eine seitliche Öffnungsmöglichkeit, dem 
so genannten lateral substrate gate, verfügen (Abb. 5.2). Das Konzept eines 
solchen lateral gating von TMDs ist nicht nur auf die Intramembranproteasen 
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beschränkt, sondern wurde bereits im Zusammenhang mit der Translokon-
abhängigen, kotranslationalen Insertion von Membranproteinen in die 
Lipiddoppelschicht beschrieben (Van den Berg et al., 2004). Im Falle von S2P 
scheint das lateral gating durch das Auseinanderweichen der TMDs 1 und 6 
bewerkstelligt zu werden (Feng et al., 2007); für die Rhomboide werden 
anhand von GlpG die Abknickung von TMD 5 sowie die Öffnung eines Spaltes 
zwischen den TMDs 5 und 2 als lateral substrate gate beschrieben (Ben-Shem 
et al., 2007; Lemieux et al., 2007; Wang et al., 2006b; Wu et al., 2006). 
 
Über die strukturellen Grundlagen des lateral substrate gate von GxGD-
Intramembranproteasen konnte mangels atomarer Strukturanalysen (siehe 
unten) lange Zeit nur mittels indirekten biochemischen Methoden geschlossen 
werden. Das für die katalytische Aktivität essentielle PAL-Motiv (Tomita et al., 
2001; Wang et al., 2004; 2006a) bzw. die TMD 9 von PS1 wurde mittels SCAM 
untersucht, wobei sich hierbei das PAL-Motiv in enger räumlicher Nähe zum 
YD-Motiv und damit zum aktiven Zentrum zu befinden scheint (Sato et al., 
2008; Tolia et al., 2008). Zudem vermittelt das PAL-Motiv eine flexible 
Orientierung der TMD 9, deren Dynamik mechanistisch mit dem lateral 
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 physiological conditions. In addition, sequence analysis also supports 
the proposed mechanism. Helices α2, α4 and α6 are unlikely to undergo 
major  conformational rearrangements, because each helix contains at 
least two invariant residues that are thought to have important  structural 
or catalytic roles, or oth. Helices α1 and α3 ar  farther away from the 
vicinity of Ser201. In contr t, the α5 helix is one of the least  cons rved 
helices in the rhomboid family25 (Fig. 2). Thus, the α5 helix is an ideal 
structural element for providing access to entering substrate without 
causing the entire molecule to rearrange. Furthermore, helix α5 is 
immediately linked to the L5 loop, which is proposed to regulate water 
access to the active site. This arrangement ensures that, when the lateral 
gate (α5) is ope , there is u obstructed access of water m lecules to the 
catalytic residue Ser201.
One noteworthy structural observation is that the catalytic residue 
Ser201 is placed at the bottom of a water-filled cavity, approximately 
10 Å below the membrane surface. Thus, scission of the peptide bond 
occurs in a hydrophilic environment that is below the membrane surface 
but is protected by a local protein environment. In our proposal, the 
L5 loop is thought to regulate water entry to the cavity. Given the close 
proximity of the cavity to the extracellular side, it is entirely possible that 
thermal motions of the L5 loop allow the cavity to be filled with water 
at all times. Supporting this notion, water molecules are present in the 
active site cavity of the closed GlpG structure24.
Despite the identification of hundreds of rhomboid family proteases 
in diverse species, identification of the cleavage sites in rhomboid sub-
strates has been slow to emerge. In Drosophila, Rhomboid-1 recognizes 
and cleaves its substrate within the sequence ASIASGA30, which is the 
N-terminal portion of the transmembrane helix. In Toxoplasma gondii, 
the rhomboid substrate MIC2 is cleaved several residues into the pre-
dicted transmembrane helix at an Ala-Gly bond in the sequence AIA-
GGVI (hyphen denotes bond cleaved)28,29. In Plasmodium falciparum, 
the substrate protein EBA-175 is cleaved at the N-terminal portion of the 
transmembrane helix at an Ala-Gly bond in the sequence YYA-GAGV27. 
Thus, rhomboid-mediated cleavage of the substrate transmembrane 
helix, typically after an alanine residue, seems to occur several resi-
dues into the transmembrane helix from the extracellular side or Golgi 
lumen28,30,31. This feature agrees well with the location of the catalytic 
residue Ser201 in GlpG.
The published report24 proposes that the L1 loop is a lateral gate for 
substrate entry and that the substrate enters between helices α1 and α3. 
This hypothesis does not seem to be fully compatible with structural 
analysis (Fig. 3b,c) or mutagenesis data11,22. Notably, compared with 
the L1 loop, the catalytic residue Ser201 is located on the opposite side 
of helix α4, which suggests that Ser201, in its present conformation, is 
unlikely to be able to catalyze scission of the peptide bond if the substrate 
enters between helices α1 and α3 (Fig. 5b). For catalysis to occur in 
this way, major structural rearrangements involving turning or melting 
of helix α4 are probably required (Fig. 5b). However, such  structural 
changes are extremely unlikely, because helix α4 is at the  center of the 
entire protein. Any structural rearrangements involving helix α4 are 
likely to produce pronounced perturbation to the structure and to 
 disrupt the hydrogen bond between Ser201 and His254.
Because GlpG was crystallized in the presence of detergents, it 
is  possible that the observed conformations are in part induced by 
 interactions with the detergent molecules. However, the probability 
of this is low, as the same detergent, nonyl glucoside, was used in the 
 crystallization of GlpG in our study as was used in the published report24. 
Another important factor that can influence protein  conformation is 
crystal lattice contact. The space groups are different in these two stud-
ies, each involving quite different crystal contacts. Helix α5 is largely 






Figure 5  A proposed model of action for the rhomboid family of 
intramembrane proteases. (a) Schematic of the proposed model. In the closed 
state24, the L5 loop (the cap) closes onto the cavity, disallowing continued 
access of water molecules (black dots) to the active site. In the half-open 
state (molecule B), the L5 loop is flexible and presumably open, allowing 
access of water molecules to the active site. In the open state (molecule A), 
the α5 helix is bent and twisted away from the active site, producing a large 
cleft between helices α2 and α5. This cleft is large enough to allow entry of 
polypeptide chain into the active site for scission of peptide bond. Surface 
representations of GlpG in the three states are shown above the schematic 
diagram. Magenta circle marks active site and water-entry cavity. (b) The L1 
loop is unlikely to control substrate entry into the active site. The L1 loop 
appears to have a structural role in GlpG (Fig. 3) and is unlikely to open up 
as proposed24. Even if the L1 loop is completely dislocated from its present 
position, the substrate polypeptide chain is still unable to reach the catalytic 
residue Ser201, which resides on the other side of helix α5. In addition, the 
L3 loop may obstruct access of substrate protein to Ser201.
Figure 6  A proposed general mechanism for intramembrane proteases. In this 
model, presenilin, S2P and signal-peptide peptidase may each contain a water 
cavity that opens to the cytoplasm or extracellular region. As in rhomboid 
GlpG, this water-accessible cavity is probably protected from the hydrophobic 
lipid bilayer by α-helices and embedded loops. Before catalysis, one or more 
of the surrounding helices undergoes a structural switch that opens a lateral 
gate to allow entry of substrate protein. Star denotes active site.
A R T I C L E S
geschl sen offen Substratzugang 
Abb. 5.2 Konz pt des l teral g ting 
Ein generelles Konzept des lateralen Substratzuganges im Rahmen der 
Intramembranproteolyse. Die Zugänglichkeit des aktiven Zentrums (roter Stern) 
der Intramembranproteasen für H2O-Moleküle (schwarze Punkte) wird durch 
Aussparungen in Richtung Zytosol oder Lumen gewährleistet. Bevor die TMD 
eines Substrates (rosa) das aktive Zentrum erreichen kann, muss eine Helix der 
Intramembranprotease (grün) eine strukturelle Konformationsänderung 
durchlaufen und so den lateralen Substratzugang ermöglichen. 
Nach (Wu et al., 2006). 
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 physiological conditions. In addition, sequence analysis also supports 
t e proposed mechanism. Helices α2, α4 a  α6 are u lik ly to undergo 
major  conformational rearrangements, because each helix c ntains at 
least two invariant residues that are thought to have important  structural 
or catalytic roles, or both. Helices α1 and α3 are farther away from the 
vicinity of Ser201. In contrast, the α5 helix is one of the least  conserved 
helices in the rhomboid family25 (Fig. 2). Thus, the α5 helix is an ideal 
structural element for providing access to entering substrate without 
causing the entire molecule to rearrang . Furthe more, helix α5 is 
im ediately linked to the L5 loop, which is proposed to regulate water 
access to the active site. This arrangement ensures that, when the lateral 
gate (α5) is open, there is unobstructed access of water molecules to the 
catalytic residue Ser201.
One noteworthy structural observation is that the catalytic residue 
Ser201 is placed at the bottom of a water-filled cavity, approximately 
10 Å below the embrane surfac . Thus, scissio  of the peptide bond 
occurs in a hydrophilic environ ent that is below the membrane surface 
but is protected by a local protein environment. In our proposal, the 
L5 loop is thought to regulate water entry to the cavity. Given the close 
proximity of the cavity to the extracellular side, it is entirely possible that 
thermal motions of the L5 loop allow the cavity to be filled with water 
at all times. Supporting this notion, water molecules are present in the 
active site cavity of the closed GlpG structure24.
Despite the identification of hundreds of rhomboid family proteases 
in diverse species, identification of the cleavage sites in rhomboid sub-
strates has been slow to emerge. In Drosophila, Rhomboid-1 recognizes 
and cleaves its substrate within the sequence ASIASGA30, which is the 
N-terminal portion of the transmembrane helix. In Toxoplasma gondii, 
the rhomboid substrate MIC2 is cleaved several residues into the pre-
dicted transmembrane helix at an Ala-Gly bond in the sequence AIA-
GGVI (hyphen denotes bond cleaved)28,29. In Plasmodium falciparum, 
the substrate protein EBA-175 is cleaved at the N-terminal portion of the 
transmembrane helix at an Ala-Gly bond in the sequence YYA-GAGV27. 
Thus, rhomboid-mediated cleavage of the substrate transmembrane 
helix, typically after an alanine residue, seems to occur several resi-
dues into the transmembrane helix from the extracellular side or Golgi 
lumen28,30,31. This feature agrees well with the location of the catalytic 
residue Ser201 in GlpG.
The published report24 proposes that the L1 loop is a lateral gate for 
substrate entry and that the substrate enters between helices α1 and α3. 
This hypothesis does not seem to be fully compatible with structural 
analysis (Fig. 3b,c) or mutagenesis data11,22. Notably, compared with 
the L1 loop, the catalytic residue Ser201 is located on the opposite side 
of helix α4, which suggests that Ser201, in its present conformation, is 
unlikely to be able to catalyze scission of the peptide bond if the substrate 
enters between helices α1 and α3 (Fig. 5b). For catalysis to occur in 
this way, major structural rearrangements involving turning or melting 
of helix α4 are probably required (Fig. 5b). However, such  structural 
changes are extremely unlikely, because helix α4 is at the  center of the 
entire protein. Any structural rearrangements involving helix α4 are 
likely to produce pronounced perturbation to the structure and to 
 disrupt the hydrogen bond between Ser201 and His254.
Because GlpG was crystallized in the presence of detergents, it 
is  possible that the observed conformations are in part induced by 
 interactions with the detergent molecules. However, the probability 
of this is low, as the same detergent, nonyl glucoside, was used in the 
 crystallization of GlpG in our study as was used in the published report24. 
Another important factor that can influence protein  conformation is 
crystal lattice contact. The space groups are different in these two stud-
ies, each involving quite different crystal contacts. Helix α5 is largely 






Figure 5  A proposed model of action for the rhomboid family of 
intramembrane proteases. (a) Schematic of the proposed model. In the closed 
state24, the L5 loop (the cap) closes onto the cavity, disallowing continued 
access of water molecules (black dots) to the active site. In the half-open 
state (molecule B), the L5 loop is flexible and presumably open, allowing 
access of water molecules to the active site. In the open state (molecule A), 
the α5 helix is bent and twisted away from the active site, producing a large 
cleft between helices α2 and α5. This cleft is large enough to allow entry of 
polypeptide chain into the active site for scission of peptide bond. Surface 
representations of GlpG in the three states are shown above the schematic 
diagram. Magenta circle marks active site and water-entry cavity. (b) The L1 
loop is unlikely to control substrate entry into the active site. The L1 loop 
appears to have a structural role in GlpG (Fig. 3) and is unlikely to open up 
as proposed24. Even if the L1 loop is completely dislocated from its present 
position, the substrate polypeptide chain is still unable to reach the catalytic 
residue Ser201, which resides on the other side of helix α5. In addition, the 
L3 loop may obstruct access of substrate protein to Ser201.
Figure 6  A proposed general mechanism for intramembrane proteases. In this 
model, presenilin, S2P and signal-peptide peptidase may each contain a water 
cavity that opens to the cytoplasm or extracellular region. As in rhomboid 
GlpG, this water-accessible cavity is probably protected from the hydrophobic 
lipid bilayer by α-helices and embedded loops. Before catalysis, one or more 
of the surrou ding helices undergo s a struct ral switch that pens a lateral 
gate to allow entry of substrate protein. Star denotes active site.
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In der vorliegenden Arbeit wird demonstriert, dass der Austausch des 
erweiterten PAL-Motivs von SPPL2b zu demjenigen der Preseniline (SPPL2b 
PALPIS) eine Störung der sequentiellen Konversion der TNFα ICDs bewirkt 
(siehe 4.2.2), was einer Reduktion der Carboxypeptidase-artigen Funktion von 
SPPL2b entspricht (Funamoto et al., 2004; Qi-Takahara et al., 2005). 
Da für eine ungestörte enzymatische Prozessivität eine stabile 
Substratbindung unerlässlich ist, wäre diese Beobachtung durch eine 
Beteiligung des erweiterten PAL-Motivs am Aufbau des lateral substrate gate 
zu erklären. So könnte eine Kompromittierung des PAL-Motivs über eine 
gestörte Protease-Substrat-Interaktion zu einer vorzeitigen Dissoziation von 
längeren TNFα ICDs führen (siehe 4.2.2). 
 
Analog hierzu erscheint die intakte Struktur des PAL-Motivs essentiell für die 
Erkennung von palmitoyliertem TNFα NTF bzw. für die Auffaltung der TMD-
Helix in das aktive Zentrum, da nahezu alle Mutationen des PAL-Motivs in 
SPPL2b zu einem deutlichen Shift der Produkt-Spezies hin zu nicht 
palmitoylierten TNFα ICDs führen (siehe 4.3.2ff). Palmitoylierte TNFα ICDs 
werden dagegen kaum mehr als nennenswerte Produkte nachgewiesen, 
möglicherweise akzeptiert SPPL2b bei mutiertem PAL-Motiv präferenziell 
nicht palmitoyliertes TNFα NTF als Substrat. Dies weist wiederum auf eine 
Beteiligung des PAL-Motivs an der Substratbindung bzw. des lateral substrate 
gate hin. Übereinstimmend hierzu verhindert der kompetitive Einsatz eines 
Peptid-ähnlichen Inhibitors die Zugänglichkeit des PAL-Motivs bzw. der TMD 
9 mittels SCAM-Analyse (Sato et al., 2008). 
In Anbetracht seiner wahrscheinlichen Beteiligung am lateral substrate gate 
beruht die differentielle Konservierung des PAL-Motivs zwischen den 
Presenilinen und der SPP/SPPL-Familie möglicherweise auf der 
Komplexassemblierung der γ-Sekretase und ihrer hierdurch bedingt 
unterschiedlichen Physiologie (siehe 5.4.3). 
 
Zahlreiche Mutanten des PAL-Motivs in SPPL2b zeigen in der in vitro time-
course Analyse eine deutliche Reduktion der Gesamtaktivität, darüber hinaus 
weisen nahezu alle Mutanten eine Verschiebung des initialen proteolytischen 
Schnittes auf (siehe 4.2ff). Dieser Shift des Schnittmusters spricht dafür, dass 
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Mutationen des PAL-Motivs die exakte Orientierung des Substrates hin zu den 
katalytisch aktiven Aspartyl-Resten des aktiven Zentrums verschieben, wobei 
es im Sinne des initialen, endoproteolytischen ε-Schnittes zur Spaltung einer 
anderen Peptidbindung kommt (Qi-Takahara et al., 2005). Hierbei handelt es 
sich allerdings nur um eine anteilige Verschiebung, die weiterhin auch die 
initiale Spaltung an Position 49/50 von TNFα erlaubt. Anderenfalls wäre das 
reguläre TNFα C-Peptid 50 entsprechend nicht mehr nachweisbar. 
 
Interessanterweise führt eine Mutation des zweiten Glycins (Fluhrer et al., 
2008) sowie Mutationen des x (Fluhrer et al., unpubliziert) im GxGD-Motiv von 
SPPL2b hingegen nicht zu einer Verschiebung des ε-Schnittes, soweit dies 
mittels in vitro time-course Analyse nachgewiesen werden kann. Die Tatsache, 
dass sowohl das YD-Motiv in TMD 6 als auch das PAL-Motiv in TMD 9 die 
Präzision des ε-Schnittes beeinflussen (Fluhrer et al., unpubliziert & 4.2.2ff), 
stellt auf diese Weise ein starkes Indiz für die Konstitution des lateral substrate 
gate durch die TMDs 6 und 9 dar. Gemäß diesen Befunden würde ein Substrat 
über die TMDs 6 und 9 an SPPL2b binden und zur Proteolyse der 
Peptidbindungen mit dem zugewandten Aspartyl-Rest des YD-Motivs 
wechselwirken, wohingegen das GxGD-Motiv mit dem zweiten katalytischen 
Aspartyl-Rest im Inneren der Protease ohne direkten Substratkontakt zu liegen 
käme (Abb. 5.3). 
In Einklang hiermit bindet ein Peptid-ähnlicher Inhibtor der γ-Sekretase genau 
an die Schnittstelle von PS1 NTF und CTF (Kornilova et al., 2005), was der 
entsprechenden Lokalisation des YD-Motivs (NTF) und des PAL-Motivs (CTF) 
entsprechen würde. Zwar wurde auch das GxGD-Motiv mittels indirekten 
Befunden mit der Substratbindung in Verbindung gebracht (Yamasaki et al., 
2006), allerdings wurde hierbei das gesamte GxGD-Motiv mutiert und durch 
Sequenzen eines entfernten, homologen Proteins ausgetauscht. Daher können 
solche Befunde auch lediglich auf eine Störung der lokalen Konformation oder 
der dichten Packung der TMDs zurückzuführen sein (Li et al., 2012).  
Einschränkend sei darauf hingewiesen, dass auch die hier analysierten 
Mutationen von einzelnen Aminosäuren des PAL-Motivs einen ähnlichen 
Effekt auslösen könnten, wenngleich dies bei Punktmutationen weniger 























Zwischenzeitlich gelang darüber hinaus auch die Röntgenstrukturanalyse 
einer GxGD-Intramembranprotease, welche diese Daten erstmals untermauert 
(Li et al., 2012). Einschränkend muss an dieser Stelle darauf hingewiesen 
werden, dass es sich hierbei lediglich um das Presenilin- bzw. SPP-Homologe 
aus dem Archaeon Methanoculleus marisnigri (mmPSH) handelt. mmPSH 
wurde zwar nicht mit einem gebundenen Substrat kokristallisiert, was für den 
finalen Nachweis des lateral substrate gate notwendig wäre, dennoch deutet 
die beschriebene Konformation der Protease ebenfalls auf die TMDs 6 und 9 
als lateral substrate gate hin (Li et al., 2012). Basierend auf dieser 
Strukturanalyse gelingt nun ein farbkodiertes 3D-Modell des wahrscheinlichen 
lateral substrate gate der GxGD-Intramembranproteasen (Abb. 5.3). 
Anhand der Röntgenstrukturanalyse wird für den Substratzugang auch ein 
alternatives lateral substrate gate zwischen den TMDs 2 und 6 diskutiert, 











Abb. 5.3 Modell des lateral substrate gate von GxGD-Proteasen 
Ein farbkodiertes Modell des lateralen Substratzuganges für GxGD-Proteasen. Die 
TMDs 6 und 9 (orange) beherbergen das YD- bzw. PAL-Motiv und interagieren mit 
den Substrat-TMDs. Das PAL-Motiv (lila) sorgt hierbei mutmaßlich für die nötige 
strukturelle Dynamik, um das lateral gating und den Substratzugang zu 
bewerkstelligen. Von den katalytisch aktiven Aspartyl-Resten (rot) interagiert 
vermutlich das YD-Motiv mit der zu spaltenden Peptidbindung, während das 
GxGD-Motiv in TMD 7 (blau) im Inneren der GxGD-Proteasen zu liegen kommt. 
Modellierung mittels PyMOL und auf Basis des PDB-Eintrages 4HYG. 
Nach (Li et al., 2012). 
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gegen dieses Modell (Li et al., 2012). Dennoch wurden mittels ausgedehnter 
Mutagenese ganzer TMDs initial die TMDs 2 und 6 als Substratbindestelle 
beschrieben (Watanabe et al., 2010). Grundsätzlich wäre solch eine initiale 
Substratbindestelle durchaus vereinbar mit den bisherigen Befunden. Denn es 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es vor dem lateral substrate gate 
zwischen den TMDs 6 und 9 noch zu einem vorweggeschalteten Andocken der 
Substrate an benachbarten TMDs kommt. Allerdings handelt es sich bei der 
Mutagenese ganzer TMDs auch um einen sehr kruden Ansatz, der größere 
strukturelle Änderungen hervorrufen kann (Watanabe et al., 2010). Zudem 
konnte gezeigt werden, dass selbst ein N-terminal stark trunkiertes SPP 
bestehend aus den TMDs 6 bis 9 in vitro noch proteolytisch aktiv ist, wenn 
auch nur gegenüber kurzen Peptiden (Narayanan et al., 2007). Dies spricht 
dafür, dass die TMDs 6 bis 9 mit allen konservierten Sequenzmotiven das 
aktive Kernstück der GxGD-Intramembranproteasen darstellen. Insgesamt 
betrachtet erscheint eine Beteiligung der TMD 2 am eigentlichen lateral 
substrate gate gegenwärtig eher unwahrscheinlich. 
Prinzipiell sind die bisher diskutierten Befunde auch in Einklang mit der 
neuesten verfügbaren Strukturanalyse der γ-Sekretase mittels Kryo-
Elektronenmikroskopie (Lu et al., 2014). Zwar erlaubt die erreichte Auflösung 
noch nicht die Identifizierung der individuellen Aminosäuren-Seitenketten und 
damit nicht die zweifelsfreie Zuordnung der einzelnen Komponenten der        
γ-Sekretase. Allerdings legt die Modellierung der atomaren mmPSH-Struktur 
in die Kryo-Elektronenmikroskopie der humanen γ-Sekretase eine 
entsprechende Ausrichtung nahe, bei der die TMDs 6 und 9 als lateral 
substrate gate zur inneren Höhle hin geöffnet sind (Lu et al., 2014) (Abb. 5.4). 
 
Im Falle der Rhomboide stellt der Zugang des Substrats zum aktiven Zentrum, 
das so genannte lateral gating, den limitierenden Schritt der 
Intramembranproteolyse dar (Baker et al., 2007; Urban und Baker, 2008). Aus 
diesem Grund vermögen als einziges Mutationen des lateral substrate gate die 
katalytische Aktivität der Rhomboide zu steigern (siehe 5.2.3). Diese 
Optimierung des limitierenden Schrittes der Intramembranproteolyse, dem 
lateral gating (Baker et al., 2007), beruht dabei auf einem erleichterten Zugang 























Rhomboide entwickelte, zunächst rein mechanistisch beschriebene Konzept 
des lateral gating (Baker et al., 2007; Urban und Baker, 2008) konnte kürzlich 
auf dem Boden eines in vitro Rekonstitutions-Assays hinsichtlich seiner Kinetik 
untersucht und bestätigt werden (Dickey et al., 2013) (siehe 5.2.3). 
 
Die erstmalige Beschreibung von Mutationen, welche die katalytische Aktivität 
der GxGD-Intramembranproteasen tendenziell leicht steigern bzw. den 
initialen ε-Schnitt bahnen (siehe 5.3.1), könnte mutmaßlich jedoch den bislang 
stärksten Hinweis auf eine Beteiligung der TMD 9 am Aufbau des lateral 
substrate gate darstellen. So zeigt SPPL2b A473G (siehe 4.4.1) eine leichte 
Tendenz zur Steigerung der katalytischen Aktivität, während SPPL2b L474A 
(siehe 4.5.1) sogar zu einer massiven Erhöhung des initialen ε-Schnittes (Qi-
Takahara et al., 2005) führt. Obgleich eine Vermittlung dieser Effekte über 
eine Störung der fraglichen Homokomplexassemblierung von SPPL2b (siehe 
Extended Data Figure 8 | Speculative assignment of TMs and implications
for c-secretase function. a, TMs 1–11 are putatively assigned to PS1 (blue) and
PEN-2 (purple). This assignment is based on three assumptions: first, PS1 is
structurally homologous to mmPSH26 that contains three layers of TMs;
second, all TMs in the intact c-secretase have been identified in the current
electron-microscopy structure; and third, PS1 does not undergo drastic
structural rearrangement upon binding to the other three components. Two
perpendicular views and a cut-through section are shown. For ease of
discussion, we numbered the 19 TMs arbitrarily. b, Structural comparison of
PS1 (blue) with its archaeal homologuemmPSH (grey). PS1 andmmPSH share
23 per cent sequence identity in the TMregion. Structure ofmmPSH represents
the inactive conformation26. In this speculative comparison, the two TMs of
EN-2 are inserted between TM7 and TM8 of PS1, possibly triggering
marked conformatio al shifts in nearby TMs. c, A contrasting model of TM
assignment in c-secretase. Although less likely, we cannot rule out the
possibility that PS1 is located at the thin end of the TM horseshoe. In this case,
APH-1 would be assigned to the thick end.
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Abb. 5.4 Zuordnung von γ-Sekretase TMDs und mmPSH Strukturanalyse  
Ein farbkodiertes Modell der γ-Sekretase TMD-Zuordnung. Ausgehend von der 
kryo-elektronenmikroskopischen Struktur der γ-Sekretase (Lu et al., 2014) wurde 
die atomare mmPSH Strukturanalyse (Li et al., 2012) in den TMD-Bereich 
hineinmodelliert, die TMDs 1 bis 9 von PS1 (blau) sind gekennzeichnet. Die TMDs 
6 und 9 von PS1 scheinen zur inneren Höhle hin ausgerichtet zu sein. Die zwei 
TMDs von Pen-2 (lila) wurden in Einklang zu vorherigen, biochemischen Befunden 
zugeordnet. Die restlichen TMDs (grau) konnten nicht sicher zugeordnet werden. 
Nach (Lu et al., 2014). 
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5.4.3) gegenwärtig nicht vollständig ausgeschlossen werden kann, so können 
sie doch durch den Mechanismus des lateral gating plausibel erklärt werden. 
Durch die verringerte Größe der Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs 
kann ein vereinfachter Zugang des Substrates zum aktiven Zentrum 
gewährleistet werden, was eine Optimierung des limitierenden Schrittes der 
Intramembranproteolyse ermöglichen würde. Daher sind diese Befunde 




5.2.3 Struktur- und Kinetikgrundlagen der Intramembranproteolyse 
 
Bislang wurde für alle Substrate der Intramembranproteasen, mit Ausnahme 
der Substrate von Rhomboiden und SPPL3, ein initiales Ectodomain Shedding 
als Substratanforderung beschrieben (Rawson, 2013; Voss et al., 2013; Wolfe, 
2013). In Einklang hierzu besteht sowohl für S2P als auch für nahezu alle 
GxGD-Intramembranproteasen eine negative Korrelation zwischen der Länge 
der extrazellulären Domäne und der Effizienz der Intramembranproteolyse 
(Martin et al., 2009; Shen und Prywes, 2004; Struhl und Adachi, 2000). 
 
Im Falle der Rhomboide zeigen neuerliche experimentelle Befunde, dass 
manche Substrate auch außerhalb der annotierten TMD geschnitten werden 
können (Adrain et al., 2011; Maegawa et al., 2005; 2007). Hieraus enstand für 
die Intramembranproteolyse mancher Rhomboid-Substrate das „top-down“-
Modell, demzufolge sich deren juxtamembranäre Peptidsequenz von 
extrazellulär bzw. luminal in das aktive Zentrum der Rhomboide falten könne 
(Ha et al., 2013) (Abb. 5.5). Von diesen speziellen Ausnahmen innerhalb der 
Rhomboide abgesehen vereint eine Besonderheit wiederum alle 
Intramembranproteasen: die zu spaltende Peptidbindung der Substrat-TMD 
muss über das lateral substrate gate Zugang zum aktiven Zentrum der 
Proteasen erhalten (siehe 5.2.2). 
Problematisch dabei ist, dass die Sekundärstruktur der Substrat-TMDs 
hauptsächlich durch α-Helices bestimmt wird (Heijne, 2006; MacKenzie, 
2006). Hierbei ragen die Aminosäuren-Seitenketten nach außen, während das 

















(Popot und Engelman, 2000). Zur eigentlichen Intramembranproteolyse ist 
daher erst eine Auffaltung der α-Helix notwendig, wobei energetisch ca. 4 
kcal/mol pro Aminosäure nötig sind (MacKenzie, 2006). 
Eine entsprechende Auffaltung der α-Helix kann durch bestimmte 
Aminosäuren innerhalb der TMDs erleichtert werden: hierzu gehören die als 
Helixdestabilisatoren bekannten Aminosäuren Prolin und Glycin (Altmann et 
al., 1990; Ramachandran et al., 1963), aber auch die polaren Aminosäuren, 
z.B. Asparagin und Serin (Li und Deber, 1994). Prolin beispielsweise besitzt 
eine einzigartige, heterozyklische Struktur und beeinflusst so die Ausbildung 
der Sekundärstruktur erheblich (Altmann et al., 1990); Glycin kann als kleinste 
Aminosäure eine deutlich erhöhte Flexibilität der TMD bewirken (Fluhrer et 
al., 2012; Ramachandran et al., 1963). 
 
Inwiefern solche Helixdestabilisatoren wirklich nötig für eine effiziente 
Intramembranproteolyse sind, ist noch nicht abschließend geklärt (Brown et 
al., 2000). Allerdings wird ihr teils erheblicher Einfluss auf die 
Intramembranproteolyse nahezu aller Protease-Familien diskutiert. So führt 
die Mutation von helixdestabilisierenden Aminosäuren innerhalb der             
N-terminalen TMD von SREBP bzw. in ATF6 zu einer deutlichen Reduktion der 
S2P-abhängigen Intramembranproteolyse (Duncan et al., 1998; Ye et al., 
protease (41). This is supported by molecular dynamics simu-
lations (42) and by studying the structure of the protein in lipid
bicelles (where the detergent-solubilized protein is reconsti-
tuted into a local bilayer structure) (Fig. 3C) (26). The constric-
tion of membrane around the protease may facilitate the parti-
tion (transfer) of the buried substrate cleavage site into aqueous
solution or directly into the active site of the protease. Because
most residueswithin the cleavage site, e.g. the glycines, have low
hydrophobicity, such a transfer should not be too costly in
terms of free energy (20, 43). It is hypothesized that, once out-
side themembrane, the helical peptide can easily unfold into an
extended conformation (its backbone can now form hydrogen
bonds with water) and become susceptible to cleavage by the
protease (the conformational change in the L5 loop will enable
the peptide to pass through the S2-S5 gap without steric hin-
drance) (Fig. 3A).
The “S5 lateral gating” model offers a different explanation
for the conformational change in the protease (22, 44, 45). The
model was based on an earlier crystal structure of the apo-
protease inwhichTMhelix S5 is tilted drastically away from the
other helices (22). This movement was thought to open a gate
inside the membran for substrat to enter the proteas later-
ally. Mutations designed to wea en the interactions between
S5 and S2 have been found to nhanc t protease activity
(44, 46). The large tilting moveme t of the S5 helix is not
observed, however, in any of the protease-inhibitor complex
structures solved later. Furthermore, a recent study showed
that cross-linking S5 to S2 in the F153C/W236C double
mutant (Figs. 2E and 3A) does not hinder the ability of the
protease to cleave a TM substrate in both detergent solution
and reconstituted membrane vesicles (38). Because the
cross-linker physically blocks the path between the two hel-
ices, the new experiment demonstrated that the TM sub-
strate is fully capable of climbing over residues 153 and 236
(Fig. 2E), thus avoiding the proposed lateral gate, to reach the
active site.
FIGURE 3.Conformational change in the protease. A, inhibitor binding displaces the L5 cap from the active site (back view). Left, the apo structure; right, the
GlpG-CAPF complex (ProteinData Bank codes 2IC8 and 3UBB) (21, 37). CAPF is shownas space-fillingmodels. TMhelices S2 and S5 are colored in dark blue, and
the L5 cap is highlighted in yellow. B, themovement of the TMhelices is small (top view). The C! traces of the apoprotein (gray) and the CAPF complex (brown)
are shown. Thegray arrow indicates thedirection of the tilt of S5 according to the lateral gatingmodel, and theblack arrow indicates themovement of S5 in the
CAPF complex. C, structure of the GlpG S201Tmutant in a lipid environment (Protein Data Bank code 2XTV) (26). The protein surface is color-coded according
to the electrostatic potential. Red, negative; blue, positive. The lipid molecules are shown as space-filling models. Yellow, carbon; red, oxygen. The estimate of
the membrane lower boundary is higher than that in Ref. 26 to exclude the polar (lipid) oxygen atoms from the hydrophobic core. D, schematic diagram
illustrating that buried (red box, helical) and exposed (red zigzag line, extended) cleavage sites use a similar mechanism to enter the active site of the protease
(shown as a cross-section). The gray lines indicate the boundaries of themembrane. Because it is not yet possible to predict preciselywhere the TMhelices end,
we do not know for certain how deep the scissile bonds are buried.
MINIREVIEW: Structure andMechanism of Rhomboid Protease
MAY 31, 2013•VOLUME 288•NUMBER 22 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 15433 at MPIs Martinsried, Library on August 31, 2013http://www.jbc.org/Downloaded from 
Substrat 
Protease 
Abb. 5.5 top-down-Modell der Rhomboide  
Schematisches top-down-Modell für die Rhomboid-Intramembranproteasen. 
Bestimmte Substrate enthalten innerhalb ihrer juxtamembranären Peptidsequenz 
Schnittstellen (rot), die sich von außerhalb der Membranebene in das aktive 
Zentrum der Rh mboide falten können. Nach (Ha et al., 2013). 
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2000). Ebenso wurden Helixdestabilisatoren in der TMD von Spitz als 
essentiell für die Rhomboid-abhängige Intramembranproteolyse beschrieben 
(Urban und Freeman, 2003). Hierbei ist aber noch unklar, ob wirklich der 
Einfluss der Helixdestabilisatoren auf die Sekundärstruktur oder 
möglicherweise doch bestimmte Sequenzdeterminanten für die beobachteten 
Effekte verantwortlich sind (Strisovsky et al., 2009; Urban und Wolfe, 2005). 
Diesbezüglich konnten kürzlich auch für die Substrate der GxGD-
Intramembranproteasen Strukturdeterminanten nachgewiesen werden, die 
über den α-helikalen Gehalt der Substrat-TMD einen Einfluss auf die Effizienz 
der Intramembranproteolyse nehmen (Fluhrer et al., 2012; Lemberg und 
Martoglio, 2002; 2004; Martin et al., 2009). 
In weiterführenden Experimenten sollte getestet werden, inwieweit die 
aktivitätssteigernden bzw. den initialen ε-Schnitt begünstigenden Mutanten 
SPPL2b A473G und L474A (siehe 5.3.1) die Erfordernis von 
Helixdestabilisatoren innerhalb der Substrat-TMDs beeinflussen. Hierzu 
könnte beispielsweise mittels in vitro time-course Analyse deren katalytische 
Aktivität gegenüber TNFα-Konstrukten mit mutierter TMD geprüft werden, 
unter besonderer Berücksichtigung von mutmaßlich helixdestabilisierenden 
Aminosäuren der TNFα TMD. Erwartungsgemäß sollten SPPL2b A473G und 
L474A in der Lage sein, auch Substrate mit einem geringeren Gehalt an 
Helixdestabilisatoren effizient umzusetzen. 
 
Da sowohl die polytopen Intramembranproteasen als auch deren Substrate als 
integrale Membranproteine in den zellulären Membranen verankert sind, 
müsste die zu spaltende Peptidbindung einer TMD hinsichtlich ihrer Lage 
innerhalb der Membranebene auf die Positionierung des aktiven Zentrums der 
jeweiligen Protease abgestimmt sein (Wolfe, 2009). Daher könnte, abgesehen 
vom reinen Gehalt an helixdestabilisierenden Aminosäuren per se, auch die 
exakte Lokalisation einzelner helix-destabilisierender Aminosäuren innerhalb 
der Substrat-TMD und deren Orientierung zum aktiven Zentrum der 
Intramembranproteasen entscheidend für eine effiziente Proteolyse sein. So 
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass im Falle des SPPL2b-abhängigen 
Umsatzes von Bri2 lediglich eines von vier konservierten Glycinen einen 
nennenswerten Effekt auf die Effizienz der Intramembranproteolyse ausübt 
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(Fluhrer et al., 2012). In diesem Kontext könnte ein vorhergehendes 
Ectodomain Shedding als thermodynamisch begünstigend wirken, indem es 
die Auffaltung der Substrat-TMD und damit den Zugang der zu spaltenden 
Peptidbindung zum aktiven Zentrum der Protease erleichtert. 
 
Andererseits sind auch rein sterische Gründe denkbar, denen zufolge S2P und 
die Intramembranproteasen der GxGD-Familie luminal gekürzte Substrate 
bevorzugen bzw. mit deutlich höherer Effizienz umsetzen (Martin et al., 2009; 
Shen und Prywes, 2004; Struhl und Adachi, 2000). So ist beispielsweise in 
Kenntnis der Struktur der humanen γ-Sekretase (siehe 1.2.1.1, Abb. 1.9) leicht 
vorstellbar, dass eine große Ektodomäne der Substrate ein sterisches 
Hindernis für den Zugang zum aktiven Zentrum darstellen kann. Hier resultiert 
diese Substratanforderung vermutlich aus der globulären Nicastrin-
Ektodomäne (siehe 1.2.1.1 & 5.4.2), welche den Zugang von Volllängen-
substraten zum lateral substrate gate blockieren könnte (Lu et al., 2014). 
Im Falle der SPP/SPPL-Familie stellt eine große Ektodomäne der Substrate 
möglicherweise insbesondere für die Proteasen SPPL2a, b und c ein sterisches 
Hindernis dar, beispielsweise vermittelt durch ihre komplexglykosylierten und 
verhältnismäßig großen, luminalen N-Termini (siehe 1.2.2.3).  
Analog hierzu könnte in weiterführenden Experimenten getestet werden, 
inwieweit in SPPL2b die Größenselektion von Substraten durch die 
Konstitution des lateral substrate gate beeinflusst wird. Interessant wäre 
insbesondere, ob die aktivitätssteigernden bzw. den initialen ε-Schnitt 
begünstigenden Mutanten SPPL2b A473G und L474A (siehe 5.3.1) aus 
sterischen Gründen ebenfalls zu einer Erhöhung der katalytischen Effizienz 
von Volllängensubstraten führen. Dazu könnte beispielsweise mittels in vitro 
time-course Analyse die katalytische Aktivität dieser SPPL2b-Mutanten 
gegenüber chimären Substraten geprüft werden, deren Ektodomäne nicht 
gesheddet werden kann (Martin et al., 2009). 
 
Allerdings sind auf der Basis dieser in vitro time-course Analyse keinerlei 
Aussagen hinsichtlich der Enzymkinetik der SPPL2b-abhängigen 
Intramembranproteolyse möglich, weshalb die Etablierung eines reinen          
in vitro Rekonstitutions-Assays aus rekombinanten Proteinen wünschenswert 
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wäre (Urban und Wolfe, 2005). Für Rhomboide konnte beispielsweise mittels 
eines solchen Rekonstitutions-Assay das lateral gating als der kinetisch 
limitierende Schritt der Intramembranproteolyse identifziert werden (Dickey et 
al., 2013). Für SPP/SPPL-Proteasen gelang die Etablierung eines solchen 
Assays bis dato allerdings noch nicht. 
Problematisch ist hier vor allem die Aufreinigung suffizienter Proteinmengen 
der Protease, wofür eine starke Überexpression beispielsweise von SPPL2b 
unentbehrlich ist. Aufgrund dieser technischen Limitationen ist es daher 
momentan noch fraglich, ob auch für die GxGD-Intramembranproteasen mit 
ihrer sequentiellen Substrat-Prozessierung das lateral gating den kinetisch 




5.3  Analyse des konservierten PAL-Motivs in SPPL2b 
 
Neben der funktionellen Bedeutung des PAL-Motivs für die proteolytische 
Aktivität von SPPL2b gegenüber TNFα wurden in der vorliegenden Arbeit 
entsprechend auch die Aminosäuren-Seitenkettenanforderungen des PAL-
Motivs hinsichtlich der katalytischen Aktivität gegenüber TNFα untersucht 
(siehe 4.3ff). Der folgende Vergleich mit bereits publizierten Daten zu PS1 
(Wang et al., 2006a) zeigt, dass die Anforderungen zwischen SPPL2b und der 
γ-Sekretase weitgehend identisch sind. Allerdings bestehen ebenfalls distinkte 
Unterschiede hinsichtlich der Aminosäuren-Seitenkettenanforderungen des 
PAL-Motivs, welche im Folgenden besprochen werden. 
 
 
5.3.1 Aminosäuren-Seitenkettenanforderungen      
  des PAL-Motivs in GxGD-Proteasen 
 
Prolin ist aufgrund seiner heterozyklischen Struktur als Helixdestabilisator der 
Sekundärstruktur von Proteinen bekannt (Altmann et al., 1990). Für PS1 
konnte entsprechend gezeigt werden, dass das Prolin des PAL-Motivs die 
restriktivste Position hinsichtlich des Umsatzes von APP ist (Wang et al., 
2006a). Die Mutation des entsprechenden Prolins in SPPL2b hin zu kleinen 
aliphatischen Seitenketten zeigt hier nahezu identische Anforderungen 
hinsichtlich der katalytischen Aktivität gegenüber TNFα (siehe 4.3). Auch im 
Falle von SPPL2b erlaubt lediglich der Austausch von Prolin zu einem Alanin 
(SPPL2b P472A) eine annähernd normale katalytische Aktivität (Tab. 5). 
 
Zum einen spricht diese Konsistenz der Daten bereits für die Konservierung 
des proteolytischen Mechanismus zwischen SPPL2b und PS1 (siehe 5.4.1). 
Andererseits demonstriert die Sensibilität des Prolins die kritische Beteiligung 
des PAL-Motivs am eigentlichen Vorgang der Intramembranproteolyse. Hierzu 
müsste das PAL-Motiv nicht notwendigerweise direkt am Aufbau des aktiven 
Zentrums beteiligt sein, denkbar wäre auch die Aufrechterhaltung einer 
speziellen, strukturellen Konformation des aktiven Zentrums beispielsweise 
durch ein Prolin-vermitteltes Abknicken der TMD 9. In Einklang hierzu wurde 
mittels SCAM-Analyse in PS1 ein dynamisches Arrangement der TMD 9 
mitsamt PAL-Motiv nachgewiesen (Tolia et al., 2008). Gleichwohl zeigen die 
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Untersuchungen mittels SCAM aber auch, dass sich das PAL-Motiv in enger 
räumlicher Nähe zum YD-Motiv und damit zum aktiven Zentrum befindet (Sato 
et al., 2008; Tolia et al., 2008). Außerdem stören Mutationen des PAL-Motivs 
in PS1 die Bindung eines Inhibitors, der bekanntermaßen das aktive Zentrum 
der γ-Sekretase bindet (Wang et al., 2006a). So scheint das PAL-Motiv direkt 
am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligt zu sein und darüber hinaus über das 
heterozyklische Prolin eine spezielle, strukturelle Konformation der TMD 9 zu 
vermitteln. Solche funktionellen Daten stehen für SPPL2b bislang zwar noch 
nicht zur Verfügung, allerdings legen die hier vorliegenden Daten eine 
ähnliche Funktion des PAL-Motivs in SPPL2b und somit einen vergleichbaren 
Aufbau des aktiven Zentrums nahe. Vor diesem Hintergrund erscheint das 
dynamische Arrangement der TMD 9 von PS1 (Tolia et al., 2008) sinnvoll, um 
dem Substrat Zugang zum aktiven Zentrum zu gewähren. 
 
Innerhalb der zweiten Position des PAL-Motivs konnte für PS1 gezeigt werden, 
dass Mutationen hin zu kleinen Aminosäuren-Seitenketten sowie zu Cystein 
hinsichtlich des Umsatzes von APP geduldet werden (Wang et al., 2006a). So 
erlaubt lediglich der Austausch des Alanins zu Glycin oder Cystein eine 
nachweisbare katalytische Aktivität gegenüber APP. In Einklang hiermit zeigt 
die Mutation des entsprechenden Alanins in SPPL2b hin zu verschieden 
großen Seitenketten eine negative Korrelation zwischen der Größe der 
Aminosäure-Seitenkette sowie der katalytischen Aktivität gegenüber TNFα, 
gemessen an der Umsetzung des TNFα NTF (siehe 4.4 & Tab. 5). Die Aktivität 
von SPPL2b bei Mutation des Alanins zu einem Glycin (SPPL2b A473G) 
erscheint tendenziell leicht gesteigert, wohingegen der Austausch zu Valin 
oder Leucin (SPPL2b A473V & A473L) in einer deutlich reduzierten 
katalytischen Aktivität resultiert. 
Verglichen mit den Anforderungen des PAL-Motivs in PS1 ist SPPL2b hierbei 
also permissiver (Wang et al., 2006a) (Tab. 5). Entsprechend führt der 
Austausch zu Valin oder Leucin in PS1 zu katalytischer Inaktivität in Bezug auf 
APP, während die gleichen Mutationen in SPPL2b eine zwar deutlich 
reduzierte, aber immer noch nachweisbare Umsetzung von TNFα NTF 
ermöglichen (siehe 4.4). Mögliche Gründe für diese im Vergleich zu PS1 















von γ-Sekretase und SPPL2b zu finden sein (siehe 5.4.3). Denkbar wäre 
beispielsweise, dass die Komplexassemblierung der γ-Sekretase (Edbauer et 
al., 2003; Kimberly et al., 2003) an das PAL-Motiv eine stringentere 
Strukturanforderung hinsichtlich der Aminosäuren-Seitenketten stellt, um eine 
korrekte Assemblierung der γ-Sekretase und damit deren katalytische Aktivität 
zu gewährleisten. Andererseits könnte auch die exklusiv bei der γ-Sekretase 
auftretende Autoendoproteolyse der hydrophoben Domäne zwischen den 
TMDs 6 und 7 von PS1 (Thinakaran et al., 1996; Wolfe et al., 1999) spezielle 
SPPL2b Variante: SPPL2b Aktivität: PS1 Variante: PS1 Aktivität: PS1 Φ: 
SPPL2b wt +++ PS1 wt +++ +++ 
SPPL2b P472A ++ PS1 P433A ++ ++ 
SPPL2b P472G + PS1 P433G + + 
SPPL2b P472L - PS1 P433L - - 
SPPL2b A473C +++ PS1 A434C ++ ++ 
SPPL2b A473G   +++* PS1 A434G ++ ++ 
SPPL2b A473L + PS1 A434L - - 
SPPL2b A473V ++ PS1 A434V - - 
SPPL2b L474V - PS1 L435V ++ ++ 
SPPL2b L474I - PS1 L435I ++ ++ 
SPPL2b L474A - a(Entkopplung) PS1 L435A ++ ++ 
SPPL2b L474G + PS1 L435G + + 
SPPL2b L474F +++ PS1 L435F - - 
Tab. 5  Katalytische Aktivität von SPPL2b & PS1 PAL-Motiv Varianten 
Vergleich der katalytischen Aktivitäten aller analysierten Mutationen des PAL-
Motivs zwischen SPPL2b und PS1. Die Graduierung für SPPL2b beruht auf den 
Quantifizierungsergebnissen der einzelnen Mutanten hinsichtlich ihrer katalytischen 
Aktivität gegenüber TNFα NTF im Rahmen der in vitro time-course Analysen (siehe 
4.3ff). Für PS1 beruht die Graduierung auf der Umsetzung von APP (Aktivität) bzw. 
der Autoendoproteolyse (Φ) (Wang et al., 2006a): 
+++ normale katalytische Aktivität / Autoendoproteolyse 
+++* tendenziell leichte Erhöhung der katalytischen Aktivität, nicht signifikant 
++ tendenziell leichte Reduktion der katalytischen Aktivität /Autoendoproteolyse 
+ mäßige Reduktion der katalytischen Aktivität / Autoendoproteolyse 
- starke Reduktion der katalytischen Aktivität / Autoendoproteolyse 
Entkopplung à massiver Initialschnitt des Substrates TNFα NTF  




Strukturanforderungen an das PAL-Motiv stellen, um eine entsprechende 
Zugänglichkeit des aktiven Zentrums für die hydrophobe Domäne zu 
ermöglichen (siehe 5.4.3). Interessanterweise korreliert dabei die katalytische 
Aktivität von PS1 perfekt mit dem Grad der Autoendoproteolyse (Tab. 5). 
 
Für Leucin, der dritten Position des konservierten PAL-Motivs (Ponting et al., 
2002; Weihofen et al., 2002), ist innerhalb von PS1 eine mittelgroße, 
hydrophobe Aminosäure-Seitenkette erforderlich (Wang et al., 2006a), 
Mutationen hin zu Alanin, Valin oder Isoleucin erlauben noch eine mäßige 
katalytische Aktivität gegenüber APP (Tab. 5). In Einklang hierzu zeigen die 
meisten Mutationen des entsprechenden Leucins in SPPL2b einen ähnlichen 
Trend hinsichtlich der katalytischen Aktivität gegenüber TNFα (siehe 4.5 & 
Tab. 5). Hinsichtlich der Größe dieser hydrophoben Seitenketten werden im 
Falle von SPPL2b allerdings Isoleucin und Valin (SPPL2b L474I & L474V) 
deutlich schlechter akzeptiert verglichen zu PS1. Das kleine Glycin (SPPL2b 
L474G) hingegen ermöglicht sowohl in SPPL2b als auch in PS1 eine geringe 
katalytische Restaktivität gegenüber TNFα bzw. APP (Wang et al., 2006a) (Tab. 
5). Auch für diese distinkten Unterschiede zwischen der γ-Sekretase und 
SPPL2b sind die möglichen Gründe wiederum am ehesten in der 
unterschiedlichen Physiologie zu suchen (siehe oben & 5.4.3). 
 
Eine Besonderheit in der Analyse des PAL-Motivs von SPPL2b stellt der 
Austausch des Alanins zu einem Glycin (SPPL2b A473G) dar, welcher die 
katalytische Aktivität von SPPL2b gegenüber TNFα tendenziell leicht zu 
steigern scheint (siehe 4.4.1). Dieser Trend erscheint im Rahmen der in vitro 
time-course Analyse mit drei unabhängigen Experimenten allerdings noch 
nicht als statistisch signifikant. Insbesondere aufgrund der inhärenten 
Variabilität der in vitro time-course Analyse (siehe 5.1.1.1) ist dieser Befund 
zurückhaltend zu interpretieren, mittels einer Erhöhung der Fallzahlen könnte 
dieser Effekt unter Umständen als signifikant herausgearbeitet werden. 
Gegenwärtig handelt es sich bei SPPL2b A473G also möglicherweise um die 
erstmalige Beschreibung einer Mutation von GxGD-Proteasen mit gesteigerter 
katalytischer Aktivität, was eine wichtige Implikation für die Lokalisation des 
lateral substrate gate der GxGD-Intramembranproteasen hat (siehe 5.2.2). 
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Eine weitere Besonderheit stellt der Austausch des Leucins zu einem Alanin 
(SPPL2b L474A) dar (Tab. 5). Während die analoge Mutation in PS1 als 
einzigen Befund eine leichte Reduktion der katalytischen Aktivität zeigt, 
scheint SPPL2b L474A die Entkopplung der enzymatischen Prozessivität 
gegenüber TNFα zu bewirken (siehe 4.5.1). Hierbei kommt es zu einer 
massiven Erhöhung des initialen Substratschnittes, vergleichbar zum initialen 
ε-Schnitt der γ-Sekretase (Qi-Takahara et al., 2005). Stark beeinträchtigt 
hingegen ist die weitere sequentielle Konversion der TNFα ICDs, was der 
mehrfachen Prozessierung der Aβ-Peptide entspricht. Gleichzeitig werden 
massenspektrometrisch vornehmlich die nicht palmitoylierten TNFα ICDs         
1 - 34, 1 - 39 und 1 - 42 nachgewiesen, da längere, palmitoylierte ICD-Spezies 
vermutlich nur sehr schlecht detektiert werden können (siehe 5.1.1.2). 
 
 
5.3.2 FAD-ähnliche Mutationen – SPPL2b A473C & L474F 
 
Die beiden PAL-Motiv Varianten SPPL2b A473C und SPPL2b L474F sollen hier 
ebenfalls genauer betrachtet werden. In beiden Fällen handelt es sich um eine 
analoge Mutation die, sofern sie im PAL-Motiv von PS1 auftritt, zu einer 
familiären Form des Morbus Alzheimer (FAD) führt (Rogaeva et al., 2001). 
 
Die FAD-Mutation Alanin zu Cystein (PS1 A434C) führt bei PS1 einerseits zu 
einer Reduktion der insgesamten katalytischen Aktivität, gleichzeitig aber auch 
zu einer deutlichen Erhöhung des Verhältnisses von Aβ 42 zu Aβ 40 (Wang et 
al., 2006a). Im Falle von SPPL2b A473C ist die insgesamte Aktivität gegenüber 
TNFα hingegen unverändert, in Einklang mit der erhöhten Permissivität von 
SPPL2b. In Analogie zum Pathomechanismus bei PS1 wäre eigentlich zu 
erwarten gewesen, dass SPPL2b A473C aufgrund der invertierten 
Membrantopologie im Vergleich zu SPPL2b wt längere TNFα ICDs bildet. Dies 
konnte jedoch weder in der time-course Analyse noch massenspektrometrisch 
nachgewiesen werden, stattdessen kam es zu einem deutlichen Shift der 
Produkt-Spezies hin zu nicht palmitoylierten TNFα ICDs (siehe 4.4). 
Zwar ist nicht auszuschließen, dass es bei Expression von SPPL2b A473C zur 
Produktion von längeren, palmitoylierten TNFα ICDs kommt. Allerdings 
können diese mutmaßlich mit der gegenwärtigen Methodik der MALDI-TOF 
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Massenspektrometrie nicht nachgewiesen werden (siehe 5.1.1.2), da 
insbesondere solch große, hydrophobe Peptide nur schlecht ionisiert und 
dementsprechend detektiert werden (Gerl et al., 2014). Schlussendlich kann 
mit den vorliegenden Analysemethoden kein analoger Befund zu PS1 erhoben 
werden, der den Pathomechanismus dieser FAD-Mutation direkt 
widerspiegeln würde (Wang et al., 2006a). Neben möglichen technischen 
Limitationen könnte es andererseits sein, dass der Austausch von Alanin zu 
Cystein in SPPL2b aufgrund der höheren Permissivität tatsächlich besser 
toleriert wird (siehe 5.3.1). Ursächlich könnten auch hier differentielle 
Strukturanforderungen zwischen γ-Sekretase und SPPL2b sein (siehe 5.4.3). 
 
Bei PS1 führt die FAD-Mutation Leucin zu Phenylalanin (PS1 L435F) 
gemessen an der Produktion der AICD zu katalytischer Inaktivität (Wang et al., 
2006a). Für eine Vielzahl von FAD-Mutationen innerhalb der Preseniline oder 
in APP konnte eine Erhöhung des Verhältnisses von produziertem Aβ42 zu 
Aβ40 festgestellt werden (Hardy, 1997), allerdings wurde diese Bestimmung 
für den Austausch von Leucin zu Phenylalanin versäumt (Wang et al., 2006a). 
Die Analyse von SPPL2b L474F zeigt analog hierzu die Verschiebung des 
initialen ε-Schnittes, woraufhin es im in vitro Assay zur Produktion von 
größeren TNFα ICDs kommt (siehe 4.5.1). Im Falle der γ-Sekretase sollte es 
analog zur Produktion von längeren Aβ-Peptiden kommen, was durch die 
Erhöhung des Verhältnisses Aβ42 zu Aβ40 einen plausiblen 














5.4  Gegenüberstellung von SPPL2b und γ-Sekretase 
 
Für die Entwicklung einer selektiven pharmakologischen Inhibition der           
γ-Sekretase und SPPL2b ist es entscheidend, distinkte Unterschiede dieser 
Proteasen untereinander zu identifizieren und auszunutzen. Da allerdings 
sowohl SPPL2b als auch die γ-Sekretase der Klasse der GxGD-
Intramembranproteasen angehören (Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 
2002), sind ihre Sequenzmotive YD und GxGD mit den katalytischen Aspartyl-
Resten (Steiner et al., 1999; Wolfe et al., 1999) sowie das PAL-Motiv 
untereinander hoch konserviert. Aufgrund ihrer zudem sehr ähnlichen 
subzellulären Verteilungen an der Plasmamembran sowie in Endolysosomen 
(Kaether et al., 2002; Krawitz et al., 2005; Martin et al., 2008; Pasternak et al., 
2003) vermag eventuell der direkte Vergleich von SPPL2b und γ-Sekretase 
hinsichtlich des Proteolysemechanismus sowie ihrer Substratanforderungen 
und Physiologie pharmakotherapeutisch nutzbare Unterschiede aufzuzeigen. 
 
 
5.4.1 Proteolysemechanismen der Proteasen im Vergleich 
 
Der vermutete Aufbau des aktiven Zentrums sowie der 
Proteolysemechanismus ihrer Substrate erscheint für SPPL2b und die             
γ-Sekretase zunächst sehr ähnlich. Die drei Sequenzmotive des aktiven 
Zentrums sind hoch konserviert (Li et al., 2012) und ihre jeweiligen Substrate 
werden innerhalb der TMD mehrmals geschnitten (Fluhrer et al., 2006;         
Qi-Takahara et al., 2005; Sastre et al., 2001). 
Nach Ectodomain Shedding startet die sequentielle Prozessierung der 
Substrate mit dem ε-Schnitt, der initialen Endoproteolyse (Fluhrer et al., 2006; 
Qi-Takahara et al., 2005), gefolgt von sequentiellen, Carboxypeptidase-artigen 
Schnitten der naszierenden Produkte (Fluhrer et al., 2006; Funamoto et al., 
2004) (siehe 5.2.1.1, Abb. 5.1). Wegweisend für einen sowohl bei SPPL2b als 
auch der γ-Sekretase sehr ähnlichen sequentiellen Schnittmechanismus sind 
die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde: 
Sowohl bei Austausch des erweiterten PAL-Motivs (SPPL2b PALPIS) (siehe 
5.1.3) als auch bei SPPL2b L474A (siehe 5.3.1) kommt es im Rahmen der 
Störung der enzymatischen Prozessivität zu einer Entkopplung zwischen dem 
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initialen endoproteolytischen Schnitt des TNFα NTF von der sequentiellen, 
Carboxypeptidase-artigen TNFα ICD-Konversion. Diese distinkten endoproteo-
lytischen und Carboxypeptidase-artigen Schnitte analog zur γ-Sekretase-
abhängigen Prozessierung von APP (Funamoto et al., 2004; Qi-Takahara et al., 
2005) sind also hoch konserviert. 
 
Aufgrund der im Vergleich von SPPL2b und γ-Sekretase invertierten 
Membrantopologie und damit des gesamten aktiven Zentrums, betrifft diese 
sequentielle Substratkonversion im Falle von SPPL2b die TNFα ICDs und für 
die γ-Sekretase die Aβ-Peptide (Fluhrer et al., 2006; Funamoto et al., 2004). 
Hierbei ist wahrscheinlich jeweils die schrittweise Auffaltung der α-helikalen 
Substrat-TMD vonnöten, um die Peptidbindungen in räumliche Nähe der 
katalytischen Aspartate zu bringen (Fluhrer et al., 2009; Qi-Takahara et al., 
2005) (siehe 5.2.2 & 5.2.3). Obgleich noch nicht experimentell bewiesen, so 
wird die invertierte Membrantopologie im Allgemeinen als das 
Selektionskriterium hinsichtlich der Umsetzung von Typ-1- oder Typ-2-
Transmembranproteinen durch die γ-Sekretase respektive durch SPPL2b 
angesehen (Fluhrer et al., 2006). Mutmaßlich ist dabei die präzise 
Orientierung der zu spaltenden Peptidbindungen der Substrate zum 
katalytisch aktiven Aspartat des YD-Motivs der GxGD-Proteasen entscheidend. 
Hierbei erlaubt die Interaktion von Protease und Substrat eventuell aus 
sterischen Gründen lediglich im Falle einer kompatiblen Typ-1 oder Typ-2-
Transmembrantopologie die Auffaltung der α-helikalen TMD (siehe 5.2.3). 
 
Anzumerken ist jedoch, dass zwischen SPPL2b und der γ-Sekretase 
hauptsächlich die Motive des aktiven Zentrums konserviert sind, nämlich die 
YD-, GxGD- und PAL-Motive in den TMDs 6, 7 bzw. 9 (Ponting et al., 2002; 
Weihofen et al., 2002). Die restliche Primärstruktur dieser GxGD-Proteasen 
unterscheidet sich hingegen stark. Daher ist gegenwärtig nicht 
auszuschließen, dass es über evolutionär getrennt voneinander stattfindende 
Sequenzänderungen sowie die Komplexassemblierung der γ-Sekretase doch 
zu Unterschieden im Proteolysemechanismus gekommen sein könnte, vor 
allem hinsichtlich der Substratselektion (siehe 5.2.3). Die unterschiedlichen 
Tertiär- bzw. Quartärstrukturen beeeinflussen so möglicherweise die exakte 
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Orientierung von aktivem Zentrum zu Substrat, die Prozessivität oder die 
Relevanz von posttranslationalen Modifizierungen der Substrate wie die 
Palmitoylierung von TNFα (Poggi et al., 2013) (siehe 5.2.1). In Ermangelung 
von atomaren Strukturanalysen der Säuger-GxGD-Intramembranproteasen, 
insbesondere auch mit gebundenem Substrat, ist die experimentelle 
Adressierung dieser potentiellen Unterschiede allerdings noch unzureichend. 
 
Zudem muss einschränkend darauf hingewiesen werden, dass hauptsächlich 
die Proteolysemechanismen von APP bzw. TNFα im Detail untersucht worden 
sind (Fluhrer et al., 2009; Steiner et al., 2008) (siehe 5.2). Im Falle der SPPL2b-
abhängigen Intramembranproteolyse von Bri2 ist beispielsweise nur eine 
distinkte ICD nachweisbar (Martin et al., 2008), weshalb sich der exakte 
Proteolysemechanismus von SPPL2b und γ-Sekretase in einer Substrat-
spezifischen Art und Weise unterscheiden könnte. Gegenwärtig ist allerdings 
abgesehen von den sehr bekannten Substraten wie APP oder beispielsweise 
Notch für die meisten bekannten Substrate der γ-Sekretase noch nicht genau 
untersucht, ob es stets zur Freisetzung von unterschiedlich langen, Aβ-Peptid-
ähnlichen Fragmenten kommt (Haapasalo und Kovacs, 2011). 
 
 
5.4.2 Substratanforderungen von SPPL2b und γ-Sekretase 
 
Hinsichtlich ihrer Substratanforderungen wurde für die γ-Sekretase der Begriff 
des „Proteasoms der Membran“ vorgeschlagen (Kopan und Ilagan, 2004), da 
über 90 bekannte Substrate ohne scheinbare Sequenzhomologie zueinander 
prozessiert werden (Haapasalo und Kovacs, 2011). 
Ähnlich dem zytosolischen Proteasom könnte so der unspezifische Abbau von 
Typ-1-Transmembranproteinen innerhalb der Plasmamembran sowie der 
Endolysosomen gewährleistet werden, da ansonsten nach Ectodomain 
Shedding die membranständigen Fragmente akkumulieren würden. Ebenso 
weisen die bisher bekannten Substrate der SPP/SPPL-Proteasen keine 
offensichtlichen Sequenzhomologien zueinander auf (Voss et al., 2013), 
weshalb sie analog als „Proteasom der Membran“ für Typ-2-
Transmembranproteine fungieren könnten. Allerdings muss man die 
potentielle Rolle der γ-Sekretase und SPPL2b als „Proteasom der Membran“ 
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zunehmend kritisch sehen, da für beide Proteasen entsprechende 
Transmembranproteine gefunden wurden, die keine Substrate darstellen 
(Hemming et al., 2008; Martin et al., 2008). Eine reine Kolokalisation, wie 
beispielsweise für die Rhomboide diskutiert (Freeman, 2008; Urban et al., 
2001), ist nicht ausreichend (Martin et al., 2008). 
 
Was hingegen bei sämtlichen bekannten Substraten von SPPL2b und              
γ-Sekretase für eine effiziente Proteolyse notwendig zu sein scheint, ist ein 
initiales Ectodomain Shedding (Voss et al., 2013; Wolfe, 2013). Für beide 
Proteasen besteht eine negative Korrelation zwischen der Effizienz ihres 
Substratumsatzes und der Länge der Substrat-Ektodomäne (Martin et al., 
2009; Struhl und Adachi, 2000); im Falle der γ-Sekretase wird darüber hinaus 
nur die Bindung von Substraten mit kleiner Ektodomäne nachgewiesen (Esler 
et al., 2002). Prinzipiell können Volllängenproteine aber auch geschnitten 
werden, wenngleich mit deutlich herabgesetzter Effizienz. Ectodomain 
Shedding stellt daher den regulierenden Schritt der Intramembranproteolyse 
durch SPPL2b und γ-Sekretase dar. 
In diesem Kontext fällt bei Betrachtung der besten bisher verfügbaren 
Strukturanalyse der γ-Sekretase mittels Kryo-Elektronenmikroskopie die 
insbesondere luminal lokalisierte, globuläre Domäne von Nicastrin auf (Lu et 
al., 2014) (siehe 1.2.1.1, Abb. 1.9). In Anbetracht der Wichtigkeit des 
Ectodomain Shedding für eine effiziente, γ-Sekretase-abhängige 
Intramembranproteolyse könnte diese globuläre Ektodomäne möglicherweise 
auslösend sein für die spezifische Bindung von luminal gekürzten Substraten. 
Allerdings bleiben molekulare Details wie Bindungstaschen sowie die 
Substruktur der γ-Sekretase hinsichtlich der einzelnen Komplexpartner nach 
wie vor ungelöst. Die Tatsache, dass SPPL2b ohne Komplexpartner aktiv ist 
und demnach nicht über eine Nicastrin-artige Domäne verfügt, könnte 
erklären warum SPPL2b statt dessen die Substrate ohne vorheriges 
Ectodomain Shedding als Volllängenproteine bindet (Fluhrer et al., 2006; 
Martin et al., 2008), allerdings nicht zu spalten vermag. 
 
Gleichsam ist das Ectodomain Shedding per se nicht ausreichend für eine 
effiziente Intramembranproteolyse durch die γ-Sekretase oder SPPL2b. Statt 
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dessen bestehen innerhalb der TMDs und den Juxtamembrandomänen der 
Substrate gewisse Sequenz- oder Strukturdeterminanten, welche die Effizienz 
der Intramembranproteolyse beeinflussen (Hemming et al., 2008; Martin et al., 
2009; Ren et al., 2007). Für das SPPL2b-Substrat Bri2 übt die TMD 
diesbezüglich den stärksten Effekt aus (Martin et al., 2009), wobei im 
Wesentlichen ein geringer α-helikaler Gehalt der TMD oder zumindest die 
lokale Störung der α-Helix an einem von 4 konservierten Glycinen 
begünstigend auf die Effizienz der Intramembranproteolyse wirkt (Fluhrer et 
al., 2012). Die Substratanforderungen sind bislang noch nicht für andere 
SPPL2b-Substrate derart stringent untersucht. Da die unterschiedlichen 
Substrate von SPPL2b bzw. γ-Sekretase allerdings keinerlei Sequenzhomologie 
zueinander aufweisen, könnte diese Abhängigkeit einer effizienten 
Intramembranproteolyse am ehesten auf Strukturdeterminanten innerhalb der 
Substrate von GxGD-Intramembranproteasen hindeuten. 
Die γ-Sekretase und SPPL2b scheinen also nebst einem sehr gut konservierten 
Proteolysemechanismus auch über sehr ähnliche Substratanforderungen zu 
verfügen. In Hinblick auf die Entwicklung von möglichst spezifischen 
pharmakotherapeutischen Substanzen lenkt dies den Fokus daher auf 
Unterschiede in der Physiologie dieser beiden Proteasen (siehe 5.4.3). 
 
 
5.4.3 Physiologie von SPPL2b und γ-Sekretase 
 
Zunächst einmal ähneln sich SPPL2b und die γ-Sekretase sehr hinsichtlich 
ihrer subzellulären Verteilung an der Plasmamembran sowie in 
Endolysosomen (Kaether et al., 2002; Krawitz et al., 2005; Martin et al., 2008; 
Pasternak et al., 2003). Da SPPL2b (Fluhrer et al., 2006) und, soweit bekannt, 
auch alle anderen SPP/SPPL-Proteasen wahrscheinlich ohne weitere 
Kofaktoren katalytisch aktiv sind (Voss et al., 2013) ist davon auszugehen, dass 
sämtliche für den eigentlichen proteolytischen Mechanismus notwendigen 
Merkmale einer Intramembranprotease innerhalb der GxGD-Proteasen selbst 
zu finden sind. 
Für SPP beispielsweise konnte gezeigt werden, dass selbst ein N-terminal 
stark trunkiertes Molekül bestehend aus den TMDs 6 bis 9 in vitro noch 
proteolytisch aktiv ist (Narayanan et al., 2007). Unklar hingegen ist die 
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physiologische Relevanz von möglichen Homokomplexassemblierungen der 
SPP/SPPL-Proteasen: so detektieren Photoaffinitäts-Proben, die 
bekanntermaßen das aktive Zentrum der GxGD-Proteasen binden, SPP-Dimere 
(Nyborg et al., 2004a), wohingegen eine elektronenmikroskopische 
Strukturanalyse mit geringer Auflösung SPP-Tetramere darstellt (Miyashita et 
al., 2011). Interessanterweise ist dies analog zur gelösten Kristallstruktur von 
mmPSH, welches ebenfalls als Tetramer kristallisiert (Li et al., 2012). 
Sollte entsprechend eine hypothetische Homokomplexassemblierung von 
SPPL2b funktionelle Bedeutung haben, so könnte dies auch von Relevanz sein 
für die Interpretation der hier verwendeten in vitro time-course Analyse (siehe 
5.1.1.1). Schlussendlich ist die Datenlage gegenwärtig aber noch zu ungenau, 
um die physiologische Relevanz dieser Befunde zu bewerten. Möglicherweise 
könnte es sich hierbei lediglich um Artefakte der jeweiligen Präparationen 
handeln. Ultimativ ist daher die Strukturaufklärung der SPP/SPPL-Proteasen 
mit hoher Auflösung nötig, um diese Fragen zu klären. 
 
Während SPPL2b jedoch vermutlich ohne andere Kofaktoren aktiv ist, benötigt 
die γ-Sekretase die Komplexbildung mit Nicastrin, Aph-1 und Pen-2 zur 
Ausübung ihrer proteolytischen Aktivität (Edbauer et al., 2003; Fluhrer et al., 
2006). Möglicherweise werden die Preseniline bei der 
Intramembranproteolyse durch ihre Kofaktoren unterstützt oder erst innerhalb 
des γ-Sekretase-Komplexes in eine proteolytisch aktive, strukturelle 
Konformation gebracht bzw. gehalten. Kennzeichnend hierfür ist die 
charakteristische Autoendoproteolyse der Preseniline in ein PS NTF und ein 
PS CTF (Fukumori et al., 2010; Thinakaran et al., 1996; Wolfe et al., 1999), 
welche erst nach Komplettierung der  γ-Sekretase durch Pen-2 erfolgt (Luo et 
al., 2003). Unklar hierbei ist allerdings, warum es evolutionär zur Ausprägung 
dieses komplexen Mechanismus gekommen ist. 
Denkbar wäre, dass durch die mehrstufige Komplexassemblierung eine feine 
Regulation der proteolytischen Aktivität der γ-Sekretase erfolgen kann. In 
Anbetracht der Vielzahl ihrer bekannten Substrate (Haapasalo und Kovacs, 
2011) könnte eine präzise Regulation der γ-Sekretase-abhängigen 
Intramembranproteolyse ein wichtiges Selektionskriterium gewesen sein. So 
gesehen kann das native, isolierte Presenilin als Zymogen betrachtet werden, 
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welches erst mit Hilfe von Kofaktoren vollständig maturiert (Li et al., 2000). 
Andererseits könnte die Komplexassemblierung der γ-Sekretase auch auf 
Protease-unabhängige Funktionen zurückzuführen sein: beispielsweise wurde 
die γ-Sekretase mit einer Ca2+-Kanal-Aktivität in Verbindung gebracht (Tu et 
al., 2006). Für SPPL2b hingegen sind solch Protease-unabhängige Funktionen 
bislang nicht beschrieben, sie können gegenwärtig aber noch nicht völlig 
ausgeschlossen werden (Voss et al., 2013). 
 
Zudem sind auch die molekularen Funktionen der einzelnen Komplexpartner 
der γ-Sekretase nicht vollständig entschlüsselt. Für Aph-1 sind keine 
eigenständigen Funktionen bekannt, Pen-2 wird als Stabilisator der                 
γ-Sekretase beschrieben (Hasegawa et al., 2004; Prokop et al., 2004). Nicastrin 
wurde zunächst als Substrat-Akzeptor interpretiert (Shah et al., 2005; Zhang et 
al., 2012), was allerdings kontrovers diskutiert wird (Chávez-Gutiérrez et al., 
2008; Zhao et al., 2010). Interessanterweise stellt Nicastrin aber die einzige 
komplexglykosylierte Komponente der γ-Sekretase dar. Diesbezüglich könnte 
man in weiteren Experimenten für SPPL2b, welches im Gegensatz zu den 
Presenilinen selbst glykosyliert wird (Krawitz et al., 2005), durch Mutagenese 
seiner Glykosylierungsmotive die Abhängigkeit der proteolytischen Aktivität 
von einer ordentlichen Maturierung bzw. Komplexglykosylierung untersuchen. 
 
Zusammenfassend kann man im Vergleich von SPPL2b und der γ-Sekretase 
festhalten, dass beide Proteasen sehr ähnliche Anforderungen hinsichtlich 
Substratbindung sowie Strukturdeterminanten von TMDs und 
Juxtamembrandomänen aufweisen (Martin et al., 2009; Struhl und Adachi, 
2000). Dies spricht auf den ersten Blick gegen die Rolle von Nicastrin als 
Substratakzeptor, da SPPL2b auch ohne Kofaktoren proteolytisch aktiv ist 
(Fluhrer et al., 2006). Andererseits bindet die γ-Sekretase nur bereits luminal 
verkürzte Substrate (Esler et al., 2002; Thinakaran et al., 1998), wohingegen 
SPPL2b die Volllängenproteine TNFα und Bri2 binden kann (Fluhrer et al., 
2006; Martin et al., 2008). Vermutlich wird dieser funktionelle Unterschied 
durch Nicastrin oder andere Komplexpartner vermittelt. Mangels Bindung an 
die schlecht prozessierbaren Volllängenproteine wäre die γ-Sekretase als die 
effizientere GxGD-Intramembranprotease anzusehen. 
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Möglicherweise beruht diese unterschiedliche Physiologie wiederum auf der 
schieren Anzahl der Typ-1-Transmembranproteine, welche durch die              
γ-Sekretase prozessiert werden müssen (Haapasalo und Kovacs, 2011). Ob im 
Falle der Größenselektion der Substrate bei SPPL2b luminale Anteile der 
Protease selbst eine aktive Rolle spielen oder die Größe der Ektodomäne 
lediglich passiv die Thermodynamik der Intramembranproteolyse erleichtert 
(siehe 5.2.3), ist bisher noch unzureichend untersucht. Zudem besteht die 
Möglichkeit, dass potentielle Interaktionspartner von SPPL2b bisher nicht 
identifiziert worden sind. Insbesondere transiente Interaktionen mit anderen 




5.5  Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass das PAL-Motiv in SPPL2b 
essentiell für die Proteolyse von TNFα ist; gleichzeitig sind die Anforderungen 
an die Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs zwischen SPPL2b und der   
γ-Sekretase weitgehend identisch. Es verbleiben zahlreiche offene Fragen, 
insbesondere bezüglich der potentiellen Entwicklung einer selektiven 




5.5.1 Strukturanalyse und Proteolysemechanismus 
 
Für die vollständige Entschlüsselung der Proteolysemechanismen von SPPL2b 
und γ-Sekretase benötigen wir entsprechende Strukturanalysen in atomarer 
Auflösung, nur diese gestatten schlussendlich die strukturelle Bestätigung 
oder Widerlegung der hier vorliegenden, auf biochemischen Erkenntnissen 
beruhenden Modelle.  
Die atomare Strukturanalyse von GxGD-Intramembranproteasen aus Säugern 
gestaltet sich bis heute allerdings als äußerst unergiebig (Lazarov et al., 2006; 
Miyashita et al., 2011; Osenkowski et al., 2009). Problematisch hierbei ist vor 
allem die Tatsache, dass es sich bei der γ-Sekretase um einen Multiprotein-
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Komplex handelt, mit einer Gesamtgröße von etwa 230 kDa sowie insgesamt 
19 TMDs (Steiner et al., 2008). Die SPPL2-Proteasen andererseits werden 
komplex glykosyliert (Fluhrer et al., 2009), was eine Kristallpackung 
mutmaßlich schwierig macht. Auch die Nutzung von Detergenzien für die 
Aufreinigung der Intramembranproteasen reduziert die potentielle Auflösung 
der Röntgenstrukturanalysen. 
Möglicherweise gelingt es zukünftig mittels Magnetresonanztomographie 
(Sobhanifar et al., 2010) oder neuartigen Verfahren wie den Nanodisks (Hagn 
et al., 2013), einige dieser Limitationen zu umgehen. Für Multiprotein-
Komplexe wie die γ-Sekretase könnte es eventuell auch gelingen, die 
einzelnen Komplexpartner primär individuell mittels Röntgenstrukturanalyse 
zu untersuchen und sekundär diese atomaren Strukturen in die neueste und 
gleichzeitig beste bisher verfügbare Grobstruktur der Kryo-
Elektronenmikroskopie (Lu et al., 2014) hinein zu modellieren. 
Schlussendlich ist die atomare Strukturanalyse der einzelnen GxGD-
Intramembranproteasen, idealerweise sowohl mit als auch ohne 
Substratbindung, für ein tieferes Verständnis der Proteolysemechanismen 
unerlässlich. Nur so wird es gelingen die Position des lateralen 
Substratzuganges, wie hier auf dem Boden von biochemischen Assays 
postuliert, definitiv nachzuweisen. Darüber hinaus wären die atomaren 
Strukturanalysen ein hervorragendes Grundgerüst für die Entwicklung von 
spezifischen γ-Sekretase-Inhibitoren oder -Modulatoren. 
 
 
5.5.2 γ-Sekretase-spezifische Inhibitoren und Modulatoren 
 
Unter den GxGD-Intramembranproteasen ist vor allem die γ-Sekretase 
Gegenstand intensiver medizinischer Forschung, da ihre Prozessierung von 
APP ein mögliches drug target zur Reduktion von neurotoxischen Aβ-Peptiden 
in der Prävention und Behandlung des Morbus Alzheimer darstellt (Haass und 
Selkoe, 2007) (siehe 1.2.3.2). 
Zur Reduktion der Freisetzung von amyloidogenem Aβ42 wurden zunächst    
γ-Sekretase-Inhibitoren (GSIs) getestet. Problematisch hierbei ist die 
Kreuzreaktivität der GSIs mit Proteasen der SPP/SPPL-Familie: so inhibieren 
GSIs, die bekanntermaßen das aktive Zentrum der γ-Sekretase binden (Li et 
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al., 2000), ebenfalls die proteolytische Aktivität von SPPL2b (Fluhrer et al., 
2006). Da SPP/SPPL-Proteasen wichtige Funktionen in Immunologie und 
Infektiologie wahrnehmen (siehe 1.2.3.4), muss solch eine Kreuzreaktivität 
unbedingt vermieden werden. 
 
Die vorliegenden Daten zeigen, dass auch die Funktionalität des PAL-Motivs 
zwischen SPPL2b und der γ-Sekretase weitgehend identisch ist. Allerdings 
bestehen durchaus kleine, aber distinkte Unterschiede hinsichtlich der 
Anforderungen an die Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs (siehe 5.1.3 
& 5.3). Wichtig ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass aufgrund seiner 
sehr ähnlichen Funktionalität das isolierte PAL-Motiv als solches nicht den 
besten Angriffspunkt für spezifische GSIs darstellt. 
Statt dessen sollte zunächst geklärt werden, ob diese unterschiedlichen 
Anforderungen an die Aminosäuren-Seitenketten des PAL-Motivs der 
Komplexassemblierung der γ-Sekretase, ihrer Autoendoproteolyse oder 
sterisch-energetischen Anforderungen geschuldet sind. Vermutlich bieten 
diese Besonderheiten der Physiologie der γ-Sekretase verglichen zu SPPL2b 
bessere Angriffspunkte für die Entwicklung von spezifischen GSIs. 
 
Eine weitere Komplikation in der Anwendung von GSIs stellt allerdings die 
Vielzahl an weiteren, physiologischen Substraten der γ-Sekretase dar, allen 
voran NOTCH (Haapasalo und Kovacs, 2011). Außerdem demonstrieren die 
vorliegenden Daten zur Funktionalität des PAL-Motivs in SPPL2b einmal mehr, 
wie ähnlich sich die Proteolysemechanismen von SPPL2b und der γ-Sekretase 
sind. Die Anwendung von nur mäßig spezifischen GSIs könnte also sowohl den 
NOTCH (siehe 1.2.3.1) als auch den TNFα Signalweg (siehe 1.2.2.4) 
beeinträchtigen, weshalb eine generelle Inhibition der γ-Sekretase nicht in 
Frage kommt. Statt dessen scheint die Entwicklung von hoch spezifischen       
γ-Sekretase-Modulatoren (GSMs), welche den Proteolysemechanismus 
lediglich modifizieren, der sicherere Angriffspunkt zu sein. 
Hier könnte ein Fokus insbesondere auf der Modulierung des initialen, 
endoproteolytischen ε-Schnittes und seiner Position liegen (Qi-Takahara et al., 
2005), ohne aber die sequentielle Caboxypeptidase-artige Aktivität der GxGD-
Intramembranproteasen zu verlangsamen (Funamoto et al., 2004). Auf diese 
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Weise gelänge am ehesten die spezifische Reduktion des Verhältnisses von 
Aβ42 zu Aβ40, die im Rahmen der Pharmakotherapie des Morbus Alzheimer 
angestrebt wird (siehe 1.2.3.2). Zu beachten ist hierbei in Bezug auf SPPL2b, 
ob eine mögliche Kreuzaktivität von GSMs auch den Primärschnitt von TNFα 
oder anderen SPPL2b-Substraten zu kleineren ICDs hin verschieben und 
welche potentiellen Nebenwirkungen dies verursachen könnte. 
 
 
5.5.3 Physiologie der SPP/SPPL-Proteasen 
 
Die bis dato etablierten Substratanforderungen der GxGD-Intramembran-
proteasen (siehe 5.4.2) machen ersichtlich, dass die Kolokalisation eines Typ-
2-Transmembranproteins alleine nicht ausreichend ist für die SPP/SPPL-
abhängige Intramembranproteolyse. Vielmehr scheinen die unterschiedlichen 
Vertreter der SPP/SPPL-Proteasen differentielle Substratanforderungen oder 
physiologische Funktionen entwickelt zu haben (Martin et al., 2008; 2009; 
Voss et al., 2012; Weihofen et al., 2002), wodurch sich ihre unterschiedliche 
subzelluläre Lokalisation und Gewebe-spezifische Expression erklären könnte 
(Krawitz et al., 2005; Schneppenheim et al., 2014). 
Daher kommt der Identifizierung von weiteren physiologischen Substraten der 
SPP/SPPL-Proteasen eine große Bedeutung zu, auch in Hinblick auf mögliche 
Nebenwirkungen einer Pharmakotherapie. Hierbei sollte eine Analyse unter 
nativen Bedingungen gewählt werden, um Artefakte der Überexpression zu 
vermeiden (Schneppenheim et al., 2014). Proteomische Verfahren unter 
Knockdown einzelner Proteasen können helfen, ein differenzierteres Substrat-
Profil der SPP/SPPL-Familie zu erstellen (Boname et al., 2014). 
 
Die bisherigen Erkenntnisse über ihre Substratanforderungen (siehe 5.4.2) 
lassen eine präzise Regulation der SPP/SPPL-abhängigen Intramembran-
proteolyse sowie möglicherweise potentielle Signaltransduktionsvorgänge 
ihrer Substrate vermuten, so wie es für die SPPL2a/2b-abhängige 
Intramembranproteolyse von TNFα postuliert wurde (Friedmann et al., 2006). 
Interessant wäre hier die Aufarbeitung des Mechanismus einer solchen 
retrograden Signalkaskade, beispielsweise über welche Adapterproteine die 
eventuelle nukleäre Translokation der Substrat-ICDs vermittelt wird. 
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Ultimativ gilt es für die korrekte Interpretation der hier vorliegenden in vitro 
Daten noch zu klären, inwiefern die scheinbare Homooligomerisierung von 
SPP/SPPL-Proteasen (siehe 5.4.3) eine funktionelle Relevanz besitzt. In 
Analogie zu den Rhomboiden wäre allerdings auch das funktionelle Gegenteil 
denkbar, nämlich dass inaktive Vertreter der SPP/SPPL-Familie existieren 
(Lemberg und Freeman, 2007b). So könnte ein inaktives SPP/SPPL über eine 
kompetitive Bindung der Substrate diese vor der proteolytischen Aktivität 
aktiver SPP/SPPLs schützen und auf diese Weise regulativ eingreifen (Adrain 
und Freeman, 2012). 
Zu guter Letzt existieren möglicherweise bisher noch unbekannte Kofaktoren 
oder transiente Interaktionspartner der SPP/SPPL-Proteasen mit funktioneller 
Relevanz (Lu et al., 2012). Hier könnten ebenfalls proteomische Verfahren in 
Kombination mit Interaktionsstudien helfen, die distinkte Physiologie der 
einzelnen SPP/SPPL-Proteasen zu entschlüsseln. 
Da basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit auch eine Beteiligung des 
PAL-Motivs an solchen Interaktionen in Betracht gezogen werden muss, sind 
die hier skizzierten, fortführenden Experimente essentiell für eine globale 
Bewertung des PAL-Motivs hinsichtlich der komplexen Physiologie von 
SPPL2b.  
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7 ANHANG – AMINOSÄURECODE 
 
 
Alanin   A 
Arginin   R 
Asparagin   N 
Asparaginsäure  D 
Cystein   C 
Glutamin   Q 
Glutaminsäure  E 
Glycin    G 
Histidin   H 
Isoleucin   I 
Leucin   L 
Lysin    K 
Methionin   M 
Phenylalanin   F 
Prolin    P 
Serin    S 
Threonin   T 
Tryptophan   W 
Tyrosin   Y 
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Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5673 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6352 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3060 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3553 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3898 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
Tab. 8.1 TNFα Massen für TR und SPPL2b wt 
Die Tabelle listet die zur Identifizierung von TNFα Fragmenten mittels MALDI-TOF 
gemessenen sowie die theoretisch berechneten Massen in Dalton (Da), sowohl für 
TNFα ICDs (blau + rot) als auch für TNFα C-Peptide (grün). Die gemessenen TNFα 
Fragmente umfassen die entsprechend annotierten Sequenzen, TNFα ICDs können 
an Cystein 30 palmitoyliert (Palm) sein (blau). Zur Berechnung der Massen der mit 
dem Start-Methionin beginnenden TNFα ICDs wurde eine N-terminale 
Acetylierung berücksichtigt (Ac). 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4046 
1 - 34 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLS 4776 4776 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5663 
1 - 39 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 
                                                                                             -Palm 
5622 5632 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6340 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3058 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3553 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3760 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3897 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4011 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4045 
1 - 34 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLS 4776 4775 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5664 
1 - 39 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 
                                                                                             -Palm 
5622 5622 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6340 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3058 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3553 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3759 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3897 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4009 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4058 
1 - 34 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLS 4776 4779 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5671 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6352 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3057 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3554 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3898 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4012 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Tab. 8.2 TNFα Massen für SPPL2b Prolin 472  
Die Tabelle listet die zur Identifizierung von TNFα Fragmenten mittels MALDI-TOF 
gemessenen sowie die theoretisch berechneten Massen in Dalton (Da), sowohl für 
TNFα ICDs (blau + rot) als auch für TNFα C-Peptide (grün). Die gemessenen TNFα 
Fragmente umfassen die entsprechend annotierten Sequenzen, TNFα ICDs können 
an Cystein 30 palmitoyliert (Palm) sein (blau). Zur Berechnung der Massen der mit 
dem Start-Methionin beginnenden TNFα ICDs wurde eine N-terminale 
Acetylierung berücksichtigt (Ac). 
 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 34 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLS 4776 4776 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5670 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6349 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3059 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3554 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3900 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4010 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4055 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5668 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6351 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3056 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3554 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3759 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3898 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5670 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6351 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3056 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3554 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3895 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Tab. 8.3 TNFα Massen für SPPL2b Alanin 473 
Die Tabelle listet die zur Identifizierung von TNFα Fragmenten mittels MALDI-TOF 
gemessenen sowie die theoretisch berechneten Massen in Dalton (Da), sowohl für 
TNFα ICDs (blau + rot) als auch für TNFα C-Peptide (grün). Die gemessenen TNFα 
Fragmente umfassen die entsprechend annotierten Sequenzen, TNFα ICDs können 
an Cystein 30 palmitoyliert (Palm) sein (blau). Zur Berechnung der Massen der mit 
dem Start-Methionin beginnenden TNFα ICDs wurde eine N-terminale 
Acetylierung berücksichtigt (Ac). 
 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5671 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6352 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3058 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3555 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3761 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3898 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4008 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5668 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6349 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3059 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3555 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3761 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3897 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4011 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4058 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5665 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6346 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3057 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3553 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3897 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4009 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4055 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5665 
1 - 48 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTLF 6258 6252 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6344 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3058 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3556 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3899 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4012 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 34 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLS 4776 4773 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5663 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6347 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3059 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3553 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3759 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3897 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
1 - 34 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLS 4776 4775 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 42 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVA 5667 5668 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6347 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3058 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3554 
53 FGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3762 3762 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3898 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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Tab. 8.4 TNFα Massen für SPPL2b Leucin 474 
Die Tabelle listet die zur Identifizierung von TNFα Fragmenten mittels MALDI-TOF 
gemessenen sowie die theoretisch berechneten Massen in Dalton (Da), sowohl für 
TNFα ICDs (blau + rot) als auch für TNFα C-Peptide (grün). Die gemessenen TNFα 
Fragmente umfassen die entsprechend annotierten Sequenzen, TNFα ICDs können 
an Cystein 30 palmitoyliert (Palm) sein (blau). Zur Berechnung der Massen der mit 
dem Start-Methionin beginnenden TNFα ICDs wurde eine N-terminale 
Acetylierung berücksichtigt (Ac). 
 
Peptide Sequenz 
Masse [M+H]+ (Da)* 
Berechnet Gemessen 
4 - 30 + Palm 
KDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC 
                                                                                -Palm 
4047 4055 
1 - 39 Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEE ALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 5384 5384 
1 - 39 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFL 
                                                                                             -Palm 
5622 5626 
1 - 47 + Palm 
Ac-MDYKDDDDKSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTL 
                                                                                             -Palm 
6349 6347 
60 REESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3063 3057 
55 VIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3558 3555 
52 HFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 3899 3897 
51 LHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4012 4007 
50 LLHFGVIGPQREESPRDLSLISPLAQADYKDDDDKAP 4125 4125 
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